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Ziel des Projekts

Erfassung des Einflusses von Lagerungsbedingungen auf den Gehalt von
Cysteinsulfoxiden und Aminosauren in Allium cepa und Strukturaufklarung eines
Dipeptides aus Allium rubellum.

Methoden | Experimente | Resultate

Ein Lagerungsversuch von Kiichenzwiebeln (Allium cepa) wurde im Institut far
Sonderkulturen und Produktionsphysiologie, Universitdt ~ Hohenheim,
durchgefiihrt. Bei Proben aus diesem Versuch sollten die Massenanteile der
verschiedenen Aminosauren und Cysteinsulfoxide fir drei Reihen (Kontrolle und
Lagerung mit Luft, bzw. Ethylen) bestimmt werden.

Nach einem Auszug mit Methanol und OPA-Derivatisierung wurden die
verschiedenen Cysteinsulfoxide und Aminosduren mittels HPLC quantifiziert.
Durch einen t-Test wurde bestimmt, ob die Unterschiede zwischen den drei
Reihen signifikant sind.

Die Ergebnisse haben fiir die Cysteinsulfoxide keinen signifikanten Effekt in
Abhangigkeit von den unterschiedlichen Lagerungsbedingungen gezeigt. Fir die
Aminosduren war ein Effekt nur fur finf von ihnen (zwischen der Kontrolle und
der Lagerung mit Luft) zu beobachten. Es war bei einigen Aminosauren eine
leichte Tendenz zu bemerken, dass Ethylen als Lagermedium besser als Luft ist.

Die Struktur des Dipeptides wurde mittels FT-IR, MS, MS/MS und NMR-
Analysen aufgeklart und bewiesen. Dieses Dipeptid war die 2-Amino-5-{[1-
carboxy-2-(methylsulfanyl)ethyllJamino}-5-oxopentansaure  (y-Glutamyl-desoxo-

methiin).
) (l:H3
Gin S
o 0 0
E
5.‘ L] HO “n,
£ E OH
0 NH,
Zeit{min]

HPLC Chromatogramm einer Struktur von y-Glutamyl-

Allium cepa Probe desoxo-methiin aus Allium

rubellum



Danksagung

Mein Dank geht an alle, die mich bei dieser Arbeit und wahrend meines

Studiums unterstitzt haben:

Herrn Prof. Dr. Michael Keusgen, der es mir ermdglicht hat, in seinem
Arbeitskreis meine Bachelorarbeit durch zu fihren und immer bereit war mir

beratend zur Seite zu stehen.

Herrn Prof. Dr. Frans Zonnevijlle, der mir die Stelle in Deutschland vermittelte
und flr seine Unterstitzung wahrend der gesamten Bachelorarbeit. Ebenfalls
mochte ich allen Dozenten, bei denen ich in der Lehre war, und besonders Herrn
Prof. Dr. Alain-Frangois Grogg, der mir geduldig alle meine Fragen beantwortete.

Meinem Arbeitskreis: Jan Kusterer, Gabriela Mielke flir ihre Geduld, ihre Zeit und
dem Korrekturlesen meiner Arbeit, Floris van Elsacker und Matthias Brauschke

fur ihre Hilfe wahrend der Laborarbeit.

Der NMR-Abteilung und der MS-Abteilung fir die gute Zusammenarbeit.

Meinen liebevollen Mitbewohnern, besonders Michaela Maciejek, Patrick Schall,
Benjamin Godelet, Tobias Laudahn, Simon Wernhart und Deanna fir die gute
Atmosphére, die Unterstlitzung, das Korrekturlesen und die schéne Zeit.

Ich danke auch meiner Familie, ganz besonders meinen Eltern, far all die
Unterstitzung wahrend meines Studiums und all die guten Worte. Meinen zwei
besten Freundinnen, Déborah und Christelle, will ich hier ebenfalls noch Dank

aussprechen.



Inhaltsverzeichnis

1 1] =1y (0 o PSPPSR 1
1.1 DI GAUNG ANUM ..ottt ettt e e e st e e e s s et e e e s nnseeeeanneeens 1
1.1.1 Einordnung der Gattung AIUM ..........ooi it 2
1.1.2 Klassifizierung der Gattung AlUM...........ooooi e 2
1.1.3 Ausgewahlte Arten der Gattung AllIUM...........coociiiiii e 3

1.2 Inhaltsstoffe der Gattung ANlIUM .........oooeeii i 4
1.2.1 CYSTEINSUIOXIAR. ... ettt e s et e e e e bre e e e s nee e e e ennes 5
1.2.2 Produkte aus der Alliinase Reakltion...........ccocviiiiiiiiiienee e 7

1.3 Lagerungsbedingungen VON AlliUM CEDA .......ccuuuiiiiiieieiie et 11
1.4  Grundlagen zur Bestimmung der Cysteinsulfoxide und Aminosauren mittels HPLC............ 13
1.5 ZIEl AN ATDEIL ... e 14

2 Material UNd METhOTEN ........oo it 16
2.1 Y= =T = | PSP PP PPRP 16
2.1.1 (07 4 =T o 0T €= 11T o PSSO OPR S PRTOPRPRI 16
2.1.2 PHlaNZenmaterial ... s 18
213 O LT - | (= PSRRI 19

2.2 V=i g ToTe (=T o BT PSPPSR PP PPRP 20

2.2.1 Auswirkungen von Lagerungsbedingungen auf den Gehalt der
Aminosauren und Cysteinsulfoxide in lyophilisierten Allium-cepa-Proben..........ccccooviiiennieenns 20

222 Strukturaufklarung von 2-Amino-5-{[1-carboxy-2-(methylsulfanyl)ethylJamino}-5-
oxopentansaure aus AllIUMm FUDEIUM...............ooiuiii it e e 28

3 R (ST U1 =1 (= 34

3.1 Auswirkungen von Lagerungsbedingungen auf den Gehalt der Aminosauren und

CysteinsulfoXide iN AU CEDA........cueeieee ettt e st e e st e e s anneee s 34
3.1.1 Probenvorbereitung .....ooo i e 34
3.1.2 Kalibrationsgerade mit L-(+)-AlliiN ..o e 41
3.1.3 Quantifizierung durch HPLC-ANAIYSE ......ccocveiiiiieiie i 42
3.1.4 StatistisSChe ErgebniSSe .......cceiiiiiiiiii et 46



3.2  Strukturaufklarung Strukturaufklarung von 2-Amino-5-{[1-carboxy-2-

(methylsulfanyl)ethyllamino}-5-oxopentansaure aus Allium rubellum ............cccccoooeiiiiiiiiiiieenenenn. 48
3.2.1 Struktur deS DIPEPLIAS ...eeii i 48
3.2.2 Préparative HPLC und UV-Spektrum .........cooiiiiiiiiiee e 49
3.2.3 Charakterisierung durch FT-IR .......ooo i 50
3.24 Charakterisierung mit dem Massenspektrometer........cccooo e 51
3.2.5 Charakterisierung durch das NMR ..........ooiiiiiii e e 54
DI (U1 (o] DTS UP SRR 55

4.1 Auswirkungen von Lagerungsbedingungen auf den Gehalt der Aminosauren und

CysteinSUfOXIAE IN AIUM COPA........ciiieeieiiee ettt et anee e sreaans 55
411 MELNOAE ... e e e e e e s 55
41.2 LagerungSergebNISSE .....ciiuiiie ittt 57

4.2  Strukturaufklarung des Dipeptides aus A. rubellum ..........ccccooiiiiiiiiiiei i 61
4.2.1 FT-IR UNA UV-SPEKIIUM ...ttt e s 61
422 IMS-IMESSUNGEN ...ttt ettt ettt e et e s et e e be e e s ae e e st e e e beeesabeesabeeeanteesareeennes 61
423 NMBR-MESSUNGEN ...ttt e e e e s bt e e e sbte e e e ente e e e e neeeeennnes 66
AN L=T- Lo 0 T=T 01 2= T o R UPSRRPR 68
LIEEratUrVerZEICRNIS .....ooi e e e 69
Y0 o= T OO URRRSR 73

7.1 Masse-zu-Ladungsverhaltnis der Aminosdauren und Cysteinsulfoxide nach OPA-

Derivatisierung bei der HPLC-MS ... ..t s s 73
7.2  Chromatogramm von die Probe KOI 7 mit dem HPLC........c.cooiiiiiiiii e 74
7.3  Chromatogramm von die Probe E 6 mit dem HPLC .........coooiiiiiii e, 74
7.4  Chromatogramm von die Standard Addition von Methiin/Glycin/ Tyrosin/Phenylalalnin ...... 75
7.5 Chromatogramm von die Standart Addition von Threonin/Alliin/Alanin ...........ccccceeeeeeeenee. 75
7.6 Chromatogramm von die Standard Addition von LeUCIN.........cceiiiiiiiiii e 76
7.7  Chromatogramm von die Standard Addition von ISOlEUCIN ...........ccveieiiiiiiseeee e 76
7.8 Resultate der gesamten HPLC-Messung und t-Test flr AsparaginSaure. ...........ccceeeeeerueene 77
7.9 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fir Glutamatsaure..........cccccceceee. 79
7.10 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test far y-Glutamyl-Isoalliin81
7.11 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test flr Asparagin .........ccccevvveeeens 83
7.12 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fir Histidin............cccoieeiieenee 85



7.13 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fur Glutamin...........ccccevveeennns 87
7.14 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fur Methiin.........cccocccceivienns 89
7.15 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test flir Serin.......cccccceieviieniieennee 91
7.16 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fir Arginin .........ccccoceeieeiiennnee 93
717 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fUr Threonin ...........ccccovieeeenes 95
7.18 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test flr GlyCin ........ccccocoeeieniiennnee. 97
7.19 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fir Isoalliin ...........cccevveeeiennnee 99
7.20 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fur Tyrosin/Alanin................... 101
7.21 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fir Valin .........ccccoooviieinnneenn. 103
7.22 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fir Tryptophan............c.c......... 105
7.23 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test flr Isoleucin ..........ccccceeeeeeeeen. 107
7.24 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test fir Phenylalanin..................... 109
7.25 Resultate von der gesamten HPLC-Messung und t-Test flir Leucin.........cccooeeveieennen. 111
7.26 Chromatogramm von die HPLC-Messung der Extrakt von A. rubellum...................... 113
7.27 Chromatogramm von der praparative HPLC von der y-Glutamyl-desoxo-methiin...... 114
7.28 UV Spektrum von der y-Glutamyl-desoxo-methiin ... 115
7.29 FT-IR Spektrum von der y-Glutamyl-desoxo-methiin..........cccooceeiiiiiiiinien e 116
7.30 MS/MS-Spektrum vom Fragment 265 m/z [M+H]" bei positiver lonisation dem Dipeptid
0NNE OPA-DErVALISEINUNG ...eeeiiiieie ettt ettt e e s st e e s sbe e e e s ssneeessnnneeens 117
7.31 MS/MS-Spektrum von dem Fragment 144 m/z [M+H]" .....cccooiieiieiiiiece e 117
7.32 MS/MS-Spektrum bei negativer lonisation des Dipeptides ohne Derivatisierung....... 118
733 NMB-MESSUNG MH oo 119
734 NMB-MESSUNG PC...eoeeeeeeeeeeeeeeeeee et 121
7.35 NMR-MessuNg HH-COSY ..ot sne e 121
7.36 NMR-Messung HMQIC ..ot 122



| Abklirzungsverzeichnis

Folgende Abkirzungen wurden in dieser Arbeit verwendet:

Ala
Arg
Asn
Asp
bzw.
COSY
ESI
FT-IR
Gln
Gly
Glu
His
HMBC
HMQC
HPLC
A

lle
Leu
Me
MS
NMR
OPA
Phe
Ser

Stdabw.

Thr
Trp
Tyr
uv
Val

Alanin

Arginin

Asparagin

Asparaginsaure

beziehungsweise

correlated spectroscopy
eletrospray-lonisation
Fourier-Transformation-Infrarot-Spektroskopie
Glutamin

Glycin

Glutamat

Histidin

heteronuclear multiple bond coherence
heteronuclear multiple quantum coherence
high-performance liquid chromatography
Isoalliin

Isoleucin

Leucin

Methiin

Massenspektrometer

nuclear magnetic resonance
ortho-Phthaldialdehyd

Phenylalanin

Serin

Standardabweichung

Threonin

Tryptophan

Tyrosin

Ultraviolett

Valin



Il Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Systematische Einordnung der Gattung Allium von Takhtajan ..., 2
Tabelle 2 : Pflanzenmaterial von AllIum rubellum ..............cccooiiiiiiiiiiiii e 19
Tabelle 3 : Verdinnungsteihe des Standard fir die Kalibrationsgerade...........ccccoovveiiiiininiec e 25
Tabelle 4 : Losungsmittel-Gradient bei der HPLC-MESSUNG .....ccuveiiiiiiiiiiiie et 26
Tabelle 5 : Lodsungsmittle-Gradient Programm fiir die HPLC/MS-MeSSUNG .......ccoceieiiiiiieniniee e 27
Tabelle 6 : Parameter flr die MS ... et 28
Tabelle 7 : Gradient fur die praparative HPLC-TrennNUNQ ........oooieiiiiieiiie it 30
Tabelle 8 : MS Parameter bei positiv [0NiSatioN ..........c.ooiiiiiiii e 31
Tabelle 9 : MS Parameter bei negativ [0NniSation...........coociviiiiii e 31
Tabelle 10 : MS/MS Parameter bei positiver [0nisation ............occeeeiiiiiiiiiiee e 32
Tabelle 11 : MS/MS Parameter bei negativer [0nisation ... 32
Tabelle 12 : Parameter fir die NMR MESSUNG ......coiiiiiiiiiiiiiee et 33
Tabelle 13 : Zellenkonzentration in verschiedenen lyophilisierten Zwiebelproben ...........cccccooiieens 35
Tabelle 14 : Quantifizierungsfaktor zum Vergleich zweier Methoden ...........ccoccoiiiiiniiiiii e 39

Tabelle 15 : Mittelwerte und Standadabweichungen der Aminosduren und Cysteinsulfoxide fur die
Kontrolle und zwei LagerungsbedinQUNGEN .........oo i e 45
Tabelle 16 : IR-Banden der Funktionnellen Gruppen von y-Glutamyl-desoxo-methiin..............ccccc..... 50

Tabelle 17 : Fragmentierung des Dipeptid nach OPA-Derivatisierung bei MS/MS-Analyse (positive

ToT 1 ET= 11 [o] ) RSP PPPPPOPPI 51
Tabelle 18 : Fragmentierung des Dipeptides ohne OPA-Derivatisation bei der MS/MS-Analyse ........ 52
Tabelle 19 : Charakteristische Fragmente der MS/MS Analyse vom Fragment 144 m/ z.................... 52
Tabelle 20 : Fragmentierung des Dipeptides ohne Derivatisierung mit OPA-Reagenz...........ccccee.... 53
Tabelle 21 : NMR-Signale von y-Glutamyl-desoxo-methiin ...........ccoooieiiiiiinii e 54



lll Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 : Darstellung der Gattung AMIUM ........coooei i 3
Abbildung 2 : Struktur sechs wichtiger Cysteinsulfoxide der Gattung Allium..........cccoocoiiiiiiiiiieeenen. 6
Abbildung 3 : Enzymatische Reaktion der Alliinase mit verschiedenen Cysteinsulfoxiden und Bildung
von primaren Aromakomponenten (ThiOSUIfINALE) ........eeiiiiiiiiii e 8
Abbildung 4: Bildung von Z-Propanthial-S-oxid und von Thiosulfinat aus Isoalliin ............ccccceeeeveveneee. 9
Abbildung 5: Sekundare Aromakomponenten aus A. CEPA .......cueveeiiieeeiiiieee e 9
Abbildung 6 : Primare Aromakomponenten vOon A. SALiVIUM............coucueiiiiiiieiiiiee e 10
Abbildung 7 : Sekundar Aromakomponenten VOon A. SQfiVUM.........cccooceiiiiiiiii e 11
Abbildung 8 : Schema der Derivatisierung von Cysteinsulfoxiden mit OPA ..........ccccooiiiiii e 14
Abbildung 9 : Reaktion von 2-Methyl-2-propanthiol mit lodoacetamid..........c.cocoeeeiiiiiiiiiiiiiiieees 14
Abbildung 10 : Mikroskopische Bilder der lyophisierten Proben ..o 35
Abbildung 11 : Chromatogramm des wassrigen Auszugs (Probe KOIl 4) ........cccooiiiriiiiiiiinec e 36
Abbildung 12 : Chromatogramm des methanolischen Auszuges (Probe KOl 7) .......cccoviiinieiiiennnee. 37
Abbildung 13 : Chromatogramm einer Extraktion (Probe KOII 4) ........cccoiiiiiiiiiiiiiieeee e 38
Abbildung 14 : Chromatogramm einer HPLC-MS-Messung (KOI 1)......coooiiiiiiiiiiiiiee e 40
Abbildung 15 : Kalibrationsgerade mit L-(+)-AlliiN .....oceeoiiiiei e 41
Abbildung 16 : Massenanteile ausgewahlter Zwiebelinhaltsstoffe |..........ooceiiiiiii s 42
Abbildung 17 : Massenanteile ausgewahlter Zwiebelinhaltsstoffe 1., 43
Abbildung 18 : Massenanteile ausgewahlter Zwiebelinhaltsstoffe ... 43
Abbildung 19 : Massenanteile ausgewahlter Zwiebelinhaltsstoffe V... 44
Abbildung 20 : Struktur von y-Glutamyl-desoxXo-Methiin ..o 48
Abbildung 21 : Struktur von y-Glutamyl-desoxo-methiin nach OPA-Derivatisierung ........ccccceevvvveeennes 49
Abbildung 22 : Fragment der Dipeptid nach die MS/MS Fragmentierung vom Massenpeak ............... 61
Abbildung 23 : Fragmentierungs-Schema von y-Glutamyl-desoxo-methiin ohne OPA-Derivatisierung
(o= 0T 111 1)Y= T g (o T 1 F=F= 4o ] o PRSP 62
Abbildung 24 : Fragmentierungs-Schema der MS/MS-Fragmentierung vom Fragment 144 m/z......... 63

Abbildung 25 : MS/MS-Fragmentierungs-Schema von  y-Glutamyl-desoxo-methiin ohne OPA-
Derivatisation im negativen MOAUS | .........ooiiiiiiiii e 64
Abbildung 26 : Fragmentierungs-Schema von Glutamyl-desoxo-methiin ohne OPA-Derivatisierung im
NEGALIVEN IMOAUS 1 ...t e e e e e e e e e e s b e e e e e ee e e e anbee e e e ennes 65
Abbildung 27 : Strucktur der Dipeptid nach die OPA-Derivatisierung mit nummerierten

[100] a1 L=T 0TS (0] i t=1 (0] 1 1 1= o 66

Vi



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Gattung Allium

Allium gehért mit zu den wichtigsten Gattungen im Pflanzenreich und zahlt mehr
als 750 Arten. Die bekanntesten Arten dieser Gattung sind: Kichenzwiebel
(Allium cepa L.), Knoblauch (Allium sativum L.), Schalotte (Allium ascalonium L.)
und Schnittlauch (Allium schoenoprasum L.). Diese Arten kommen in Europa,
Nordamerika, Nordafrika und Asien vor [1]. Der Schnittlauch ist die einzige
kultivierte Art, die ihren Ursprung in Europa hat. Die anderen Allium-Arten sind
im Laufe der Geschichte nach Europa gebracht worden [2]. Seit langer Zeit
werden Allium-Arten als Lebensmittel, Gewirze und zu medizinischen Zwecken

in der ganzen Welt verwendet [1].

Im Allgemeinen sind die Blatter von Allium-Arten grasahnlich, grundstandig und
ungestielt. Allium-Arten bilden in der Regel Zwiebeln aus. Einige Arten haben
Rhizome oder verdichtete Wurzeln. Die Gestalt der Bliten reicht von flach bis hin
zur kugeligen Dolde. Sie sind klein und lang gestielt. Die Frucht ist eine
dreigeteilte Kapsel mit 1-2 Samen in jedem Kompartiment, die oft auf der

Oberseite abgeflacht ist [1].

Eine grundséachliche Charakteristik von Allium-Arten ist der spezifische, strenge
knoblauchartige Geruch und Geschmack [1]. Ein wichtiger sekundarer
Stoffwechselweg far Zwiebelgewéachse ist die Bildung von
Schwefelverbindungen, den Cysteinsulfoxiden. Diese Inhaltsstoffe werden mit
Hilfe des Enzyms Allinase umgesetzt und die Reaktionsprodukte werden als

chemische Abwehr gegenlber parasitaren Organismen angesehen [3].

Diverse Allium-Arten zeigen positive Wirkungen auf den menschlichen
Organismus. Es zeigte sich, dass A. sativum einen antibakteriellen und
antidiabetischen Effekt hat und vorbeugend gegen verschiedene Krebsarten des
Verdauungssystems wirkt [3-6]. Diese positiven Effekte korrelieren mit dem

Vorkommen von Schwefelverbindungen [7, 8].

Clémence Berguerand 1



Einleitung

1.1.1 Einordnung der Gattung Allium

Die Gattung Allium gehdrt zu den Angiospermen. Die systematische Einordnung
wurde von Takhtajan 1997 neu vorgenommen. Sie ist in Tabelle 1

wiedergegeben [9].

Tabelle 1: Systematische Einordnung der Gattung Allium von Takhtajan

Klasse Liliopsida
Unterklasse Lilidae
Uberordnung Lilianae
Ordnung Amaryllidaceae
Familie Alliaceae
Unterfamilie Allioideae
Tribus Allieae
Gattung Allium

1.1.2 Klassifizierung der Gattung Allium

Die Gattung Allium ist monophyletisch und lasst sich in drei evolutiondre Linien
aufteilen. Die Klassifizierung der Gattung Allium wird schon seit langer Zeit
vorgenommen und erfolgte zuerst nach Geschmack und Geruch. Ab dem 20.
Jahrhundert waren die Klassifikationskriterien Morphologie, Anatomie,
Karyotypisierung und Photochemie. Der ,Gatersleben classification approach®
von Hanelt (1992) war die letzte Klassifizierung mit diesen Kriterien. Mittlerweile
wird eine neue Methode zur Klassifikation der Gattung Allium verwendet. Sie
bedient sich molekularbiologischer Methoden [2]. Die letzte publizierte
Klassifikation (von Friesen [10]) basiert auf der Analyse von Sequenz-Daten der
internen Transkriptionsspacer Region (ITS) von nuklearer ribosomaler DNA
(nrDNA), um die phylogenetische Verwandtschaft der ganzen Gattung Allium zu

Clémence Berguerand 2



Einleitung

klassifizieren. Hiermit wurde die Gattung Allium in 15 Untergattungen und 63

Sektionen eingeteilt (s. Abbildung 1) [10].

Cepa
Reticulatobulbosa

Polyprason

Allium

Rhizirideum

Cyathophora

Dritte Evolutionslinie Butomissa
Melanocrommyum

Porphyroprason

Vvedenskya

Anguinum

Zweite Evolutionslinie Caloscordum
Amerallium

Microscordum

Erste Evolutionslinie Nectaroscordum

Abbildung 1 : Darstellung der Gattung Allium
Sie zeigt die drei Evolutionslinien (links) und die Untergattungen rechts

1.1.3 Ausgewahlite Arten der Gattung Allium

1.1.3.1 Allium cepa

Die Kiichenzwiebel, Allium cepa, wurde in die Untergattung Cepa, Sektion Cepa
eingeordnet [10]. Die Kichenzwiebel kommt wahrscheinlich aus Zentralasien
und wurde vor ca. 2000 Jahren nach Europa gebracht. Sie ist in der ganzen Welt
als Gemuse und Gew(irz bekannt und nimmt eine wichtige 6konomische Rolle
ein. Sie befindet sich auf Platz zwei in der Liste der kultivierten Nutzpflanzen auf
der ganzen Welt. Mehrere Studien zeigen [9], dass die Kichenzwiebel einen

positiven medizinischen Nutzen aufweist. Schon die alten Agypter erkannten den
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medizinischen Nutzen und verwendeten sie. Die Kichenzwiebel wirkt
antimikrobiell, antibakteriell, antiasthmatisch und praventiv gegeniiber Magen-
und Darmkrebs sowie Herz-Kreislauf-Erkrankungen [3, 4, 11].

Die folgenden Cysteinsulfoxide konnen in der Kiichenzwiebel vor: Isoalliin ((+)-S-
(trans-1-Propenyl)-L-cysteinsulfoxid), Methiin ((+)-S-(Methyl)-L-cysteinsulfoxid)
und Propiin ((+)-S-(Propyl)-L-cysteinsulfoxid) [12].

1.1.3.2 Allium rubellum

Allium rubellum wird in die Untergattung Allium, Sektion Avulsea eingeordnet
[10]. Diese Art kommt im Bereich vom Ural bis Nordwest-Indien und zwischen
dem Kaukasus und Sibirien vor. In Indien kann A. rubellum in Junjab und im
westlichen Himalaya-Gebirge auf einer H6he von 450 bis 2400 Metern gefunden

werden [13].

1.1.3.3 Allium stipitatum

Allium  stipitatum wird in die Untergattung Melanocrommyum, Sektion
Procerallium und Untersektion Elatae [10] eingeordnet. Diese Allium-Art wird in
Zentralasien bei der einheimischen Bevoélkerung zum Wirzen von Gemdise und

als Heilpflanze verwendet [14].

1.2 Inhaltsstoffe der Gattung Allium

Die verschiedenen Allium-Arten, die bisher untersucht wurden, enthalten zu ca.
90% Wasser. Daneben lieBen sich Vitamine, Fruktane, Saponine und
Flavonoide finden. Die Hauptinhaltsstoffe sind Schwefelverbindungen, hier sind

vor allem die Cysteinsulfoxide und ihre Speicherform zu nennen [8, 9].
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1.2.1 Cysteinsulfoxide

Allium-Arten bestehen Zu 1-5% ihres Trockengewichtes aus
Sekundarmetaboliten schwefelhaltiger Aminosauren, die nicht an Proteine

gebunden sind [7].

Cysteinsulfoxide werden aus der Aminosaure Cystein gebildet. Der Wasserstoff
am Schwefelatom des Cysteins wird dabei von einer Alkyl- bzw. Alkenyl-Gruppe
ersetzt und der Schwefel wird zum Sulfoxid oxidiert. Aufgrund der zwei
Stereozentren gibt es theoretisch vier verschiedene Diastereomere. In der Natur
kommt jedoch nur das L-(+)-Isomer vor [1].

Obwohl die Cysteinsulfoxide geruchlos sind, spielen sie eine entscheidende
Rolle fir den Geschmack und Geruch von Allium-Pflanzen. Sie sind die
Vorstufen der Komponenten, die ihr typisches Aroma ausmachen. Bei
Beschadigung der Zelle werden sie durch das Enzym Allinase zu
Alk(en)ylthiosulfinate umgewandelt (s. Kap. 1.2.2) [7]. Aus Alliin wird Allicin
gebildet. Es ist charakteristisch flir Knoblauch. Isoalliin und eine geringe Menge
von anderen Cysteinsulfoxiden machen den typischen Geruch der Zwiebel aus.
Wenn Isoallin zusammen mit Propiin im richtigen Verhaltnis vorkommt, so
bemerkt man den typischen Geruch von Lauch. Methiin bewirkt hingegen einen
unangenehmen und starken Geschmack und Geruch. Daher sind die
unterschiedlichen Zusammensetzungen und die Konzentrationen der
Cysteinsulfoxide verantwortlich fir die Art und Intensitat des Geschmackes und
Geruchs einer Allium-Art [15].

Die vier wichtigsten Cysteinsulfoxid sind: (+)-S-(2-Propenyl)-L-cysteinsulfoxid
(Alliin), (+)-S-(trans-1-Propenyl)-L-cysteinsulfoxid (Isoalliin), (+)-S-(Methyl)-L-
cysteinsulfoxid (Methiin) und (+)-S-(Propyl)-L-cysteinsulfoxid (Propiin) (s.
Abbildung 2). Sie wurden im Zeitraum von 1947-1968 entdeckt und isoliert [1, 7].
Methiin ist das vorherrschende Cysteinsulfoxid in der ganzen Evolutionslinie der
Gattung Allium[15]. Es lasst sich in A. sativum, A. cepa, A. porrum, A. ursinum
und auch in einigen Pilzen finden [1, 2]. Propiin und Alliin sind charakteristisch
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fir A. porrum und A. sativum [1, 7]. Isoalliin ist der Precursor des Tranenfaktors
(s. Abbildung 4) in A. cepa [16]. Vor kurzer Zeit wurden (+)-S-(Ethyl)-L-
cysteinsulfoxid (Ethiin) und (+)-S-(Butyl)-L-cysteinsulfoxid (Butiin) (s. Abbildung
2) in verschiedenen Allium-Arten gefunden, jedoch immer in niedrigen
Konzentrationen [17-19]. Ebenfalls erst vor kurzer Zeit wurden weitere neue
Cysteinsulfoxide entdeckt. Es handelt sich dabei um (R)-S-(2-Hydroxyethyl)-
cysteinsulfoxid [20], (+)-S-(3-Pyrrolyl)-L-cysteinsulfoxid [21], L-(+)-S-(2-Pyridyl)-
cysteinsulfoxid [14], (+)-S-(1-Butenyl)-L-cysteinsulfoxid (Homoisoalliin) und das

S-(1-Butenyl)-L-cystein (Desoxyhomoisoalliin) [22].

\ Q I?IHQ \ Q ';le
S+ : S+ :
""" COO0H SN CooH
Methiin Ethiin

(+)-S-(Methyl)-L-cysteinsulfoxid

(+)-S-(Ethyl)-L-cysteinsulfoxid

N N
N COOH S cooH
Propiin Alliin

(+)-S-(Propyl)-L-cysteinsulfoxid

(+)-S-(2-Propenyl)-L-cysteinsulfoxid

S S
//\\/'\V/A\COOH \\//\\/'\V/A\COOH
Isoalliin Butiin

(+)-S-(trans-1-Propenyl)-L-cysteinsulfoxid

(+)-S-(Butyl)-L-cysteinsulfoxid

Abbildung 2 : Struktur sechs wichtiger Cysteinsulfoxide der Gattung Allium

Clémence Berguerand



Einleitung

Die Aminogruppe der Cysteinsulfoxide kann durch einen Glutamyl-Rest
substituiert sein. Bisher wurden 24 verschiedene y-Glutamylpeptide in
Allium-Arten isoliert [1]. Bei neun von ihnen handelt es sich um Zwischenstufen
in der Biosynthese der Cysteinsulfoxide. Es handelt sich dabei um die wichtigste
Rolle dieser Dipeptide [23, 24, 25]. Als weitere Funktion der Peptide wird
angenommen, dass sie als Speicher fir Stickstoff und Schwefel fir die Zeit der
Keimung und Samenbildung dienen [26].

1.2.2 Produkte aus der Alliinase Reaktion

Alliinase ist das bekannteste und auch am starksten experimientierte Enzym der
Gattung Allium [25]. Es ist sehr stabil und es existieren mehrere Isoenzyme von
ihm. Bei allen Allium-Arten mit Ausnahme von Lauch und Béarlauch handelt es
sich bei der Alliinase um ein Glykoprotein. Die Struktur der Alliinase ist schwierig
aufzuklaren. Man hat es aber geschafft seine Struktur in verschiedenen Allium-
Arten zu untersuchen. Bei der Alliinase der Kichenzwiebel handelt es sich um
ein Tetramer, bei Knoblauch um ein Homodimer [1, 19, 25].

Die Alliinase besitzt eine C-S-Lyase-Aktivitat. Sie spaltet die CB-Sy-Bindung der
Cysteinsulfoxide. Das Enzym benétigt Pyridoxal-5’-Phosphat als Kofaktor [27]. In
Allium cepa hydrolysiert das Enzym an erster Stelle Isoalliin, dann Methiin und
Propiin. In Allium sativium hydrolysiert das Enzym schneller Alliin als Methiin [1,
24].

Wenn die Zellen von Allium intakt sind, ist die Alliinase in der Vakuole und sein
Substrat im Cytosol lokalisiert [28]. Aber nach Verletzung der Zwiebel kommt das
Enzym mit seinem Substrat in Kontakt und es spaltet die Cysteinsulfoxide (s.
Abbildung 3). Die Alliinase katalysiert dabei die Abspaltung der S-Alk(en)yl-
Sulfoxid-Gruppe vom Cysteinsulfoxid. Dadurch entstehen als erstes zwei
Produkte, die beide nicht stabil sind. Es handelt sich um a-Iminopropionséaure
und Sulfensdure. Die a-Iminopropionsaure hydrolysiert spontan zu
Brenztraubensdure und Ammoniak. Zwei Sulfensduren kondensieren zu
Thiosulfinaten. In Abh&ngigkeit von der Cysteinsulfoxid-Zusammensetzung der
Allium-Arten kbénnen aus der Reaktion viele verschiedene Thiosulfinate
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hervorgehen (s. Abbildung 3). Die Thiosulfinate (primare Aromakomponenten)
sind jedoch nicht besonder stabil und reagieren weiter zu sekundaren

Aromakomponenten. Zusammen sind sie fir den Geschmack von frischen

Zwiebeln verantwortlich [1, 25, 29].

NH
2 Hooc)K — 2 ACOOH + 2NH,
o-Iminopropionsaure Brenztraubenséure Ammoniak
Alliinase ]
.. O NH N el
N H,0 JL N
S<

REOSNScoon 2 HNTTooon 2 poSsy

Sulfensaure

S-Alk(en)yl-L-Cysteinsulfoxid o-Aminopropionsaure
-H,0
R = Methyl, Ethyl, Propyl, 1-Propenyl, 2-Propenyl, Butyl
el
AN
S+
R/ \S/R
Thiosulfinat

Abbildung 3 : Enzymatische Reaktion der Alliinase mit verschiedenen Cysteinsulfoxiden und
Bildung von primaren Aromakomponenten (Thiosulfinate)

1.2.2.1 Primare und sekundare Aromakomponenten der Klichenzwiebel

In der Kichenzwiebel kommt Uberwiegend Isoalliin vor. Nach Spaltung durch
Alliinase entsteht aus diesem Cysteinsulfoxid 1-Propenylsulfenséure; sie reagiert
mit dem Enzym Propanthial S-oxid Synthase zu Z-Propanthial-S-oxid. Dieses
wird als Tranenfaktor (,lachrymatory factor, LF) bezeichnet (s. Abbildung 4),
welches sehr flichtig ist [7, 25, 30]. Die 1-Propenylsulfensaure reagiert auch

spontan zu Thiosulfinaten (s. Abbildung 4).
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\ 9 l?le Alliinase Propanthial S-oxid ?
S 8 +H,0 s Synthase +
2 R ""COO0H < 2 . 2 N ~OH - 2 NS
Isoallin Brenztraubensdure  1-Propenylsulfenséure Z-Propanthial-S-oxid
+
Ammoniak

-H,0 | Spontan

\

- O
/\/S ST

Thiosulfinat

Abbildung 4: Bildung von Z-Propanthial-S-oxid und von Thiosulfinat aus Isoalliin

In der Kichenzwiebel kommen mehrere verschieden Cysteinsulfoxide vor, die
nach der Alliinase-Reaktion zu vielen verschiedenen Thiosulfinaten reagieren.
Die Reaktion des lIsoallins mit der Alliinase ist dann nur eine von vielen

Reaktionen.

Aus der Alliinase-Reaktion entstehen als sekundare Aromakomponenten in der
Klichezwiebel Cepaen, Zwiebelan und das 3,5-Diethyl-1,2,4-trithiolan (s.
Abbildung 5) [7, 31].

S
o)
I
/\/S\[S\s/\/ /\( 87/\ /%
S-S S)
o)

Cepaen 3,5-Diethyl-1,2,4-Trithiolan Zwiebelan

Abbildung 5: Sekundidre Aromakomponenten aus A. cepa
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1.2.2.2 Primare und sekundare Aromakomponenten des Knoblauchs

Im Knoblauch kommen die Cysteinsulfoxide Alliin (85%), Methiin (10%) und
Isoalliin (5%) vor. Das Allin und das dazugehdrige y-Glutamyl-Allin werden
hauftiger als ander Schwefelverbindungen im Knoblauch gebildet [1, 7]. Wenn
der Knoblauch geschnitten wird, lauft die Alliinase-Reaktion wie bereits erklart ab
(s. Abschnitt 1.2.2). Das Substrat Allin GOberwiegt mengenmaBig. Die
Sulfenséure, die demnach am stérksten gebildet wird, ist die Allylsulfensdure.
Sie kondensiert zu Diallylthiosulfinat (Allicin). Allicin ist das Thiosulfinat, das im
Knoblauch am haufigsten vorkommt (70% der gesamten Thiosulfinate). Am
zweithaufigsten wird das Allylmethanthiosulfinat gebildet (12%) (s. Abbildung 6).
Es entsteht aus Methiin [1, 27]. Wie schon erwahnt, sind Alliicin und
Allylmethanthiosulfinat nicht sehr stabil und wandeln sich bei Raumtemperatur
langsam in sekundare Aromakomponenten um. So entstehen Ajoen, 2-Vinyl-4H-
1,3-dithiin, 3-Vinyl-4H-1,2-dithiin und Diallyl(poly)sulfid (s. Abbildung 7) [1, 7].

0] 0]
Il 1
/\/S\S/\/ /S\S/\/
Allicine Allyl Methanethiosulfinate

Abbildung 6 : Primdre Aromakomponenten von A. sativium
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S S )
~s AN I
w @/\ NI NSNS

3-Vinyl-(4H)-1,2-dithiin 2-Vinyl-(4H)-1,3-dithiin Ajoen
S\ / S\ /S
Diallyldisulfid Diallyltrisulfid

Abbildung 7 : Sekundar Aromakomponenten von A. sativum

1.3 Lagerungsbedingungen von Allium cepa

Bei einer Zwiebel handelt es sich um ein Speicherorgan. lhre Rolle ist die
Lebensfahigkeit der Pflanzen wahrend ungunstigster Perioden im Jahr, z.B. im
Winter, zu erhalten. Wahrend dieser Zeit befindet sich die Zwiebel in Keimruhe.
Unter bestimmten Bedingungen kann die Keimruhe sehr schnell aufgehoben
werden. Im Anschluss an diese Periode fangt die Zwiebel an zu keimen. Daher
ist vor und nach der Ernte der Zwiebeln eine bestimmte Behandlung ndtig, um
die Keimung zu hemmen. Eine keimende Zwiebel ist keine verkaufsfahige Ware
[32].

Einige Parameter vor der Ernte kénnen die Qualitat der Zwiebeln wahrend der
Lagerung beeinflussen. Dabei handelt es sich um die Menge der Dingung, die
Temperatur und die Feuchtigkeit auf dem Feld. Der Erntezeitpunkt hat auch

einen Einfluss auf die Dauer der Keimruhe der Zwiebeln [32].

Nach der Ernte und noch vor der Lagerung mussen die Zwiebeln antrocknen.
Waéahrend dieser Phase trocknen die duBBeren Schichten und bilden eine Barriere

gegenuber Wasserverlust und gegenlber Bakterien [32].
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Waéhrend der Zwiebellagerung soll die Zwiebelqualitat, die zum Zeitpunkt der
Ernte vorlag, erhalten bleiben. Wichtige Kriterien sind der Geschmack, Geruch
und Aspekte wie Farbe und Zwiebelfestigkeit. Dennoch kommt es wahrend der
Lagerung zu einigen Veranderungen. Es kommt durch Atmung und Verdampfen
von Wasser zu Feuchtigkeitsverlust. Die Menge der Atmung verhalt sich
exponentiell zur Lagerungstemperatur. Die relative Feuchtigkeit der Luft muss
unter 80% gehalten werden, damit sich die Krankheitserrerger nicht vermehren
kénnen. Die Kohlenhydrate und Cysteinsulfoxide sind Komponenten, die den
Zwiebelgeschmack beeinflussen. Fructose, Glucose, Sucrose und ein paar
Oligofructane sind die Uberwiegend vorhandenen Zucker. Die Konzentration und
Zusammensetzung der Zucker andert sich wahrend der Lagerung. Die Fructane
hydrolysieren teilweise zu Fructose. Die Cysteinsulfoxide spielen als
Aromaprecursoren eine besondere Rolle fir den Geschmack von
Zwiebelgewachsen. Die Anderung des Geschmackes und Geruchs zwischen
frisch geernteten und ein paar Wochen gelagerten Zwiebeln resultieren vor allem
aus den Konzentrations- und  Kompositionsanderungen  samtlicher

Cysteinsulfoxide [32].

Um den Zustand der Keimruhe zu erhalten, sind verschiedene Methoden
entwickelt worden. Darunter féllt die Lagerung bei 5°C unter konstanter Norm-
Atmosphare (21% Sauerstoff und ungefahr 0,1% Kohlenstoffdioxid) oder unter
einer tiefen Temperatur mit kontrollierter Atmosphare (hohe Menge an
Kohlenstoffdioxid und geringe Menge an Sauerstoff). Als dritte Méglichkeit gibt
es noch die Methode, eine Mischung aus Ethylen und Luft zu benutzen. Eine
konstante Begasung mit gleich bleibender Konzentration an Ethylen (10 pL/L)
wird wahrend der Zwiebellagerung verwendet. Es hat den Effekt, dass die
Keimung der Zwiebeln und die Regulation des Wachstums und des Alterns
unterdriickt werden [33, 34].

Nach der Lagerung werden die Zwiebeln gewaschen und flr den Verkauf
verpackt [32].
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Zur Analyse des Effektes, den die Lagerung auf die Cysteinsulfoxide und den
Geschmack ausibt, stehen mehrere analytische Methoden zur Verfligung. Zum
einen kann die Brenztraubensaure quantifiziert werden, welche aus der Alliinase-
Reaktion entsteht, und mit dem Geschmack korreliert. Die Analyse der
Kohlenhydrate gibt auch Information Uber die Geschmacksveranderung. Als
letzte Moglichkeit kann auch noch die Gesamtmenge an Cysteinsulfoxiden
quantifiziert werden [32, 12].

1.4 Grundlagen zur Bestimmung der Cysteinsulfoxide und
Aminosauren mittels HPLC

Die Bestimmung und die Quantifizierung der Cysteinsulfoxide in Allium-Arten
oder anderer Proben kann mit der Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie
(HPLC) vorgenommen werden. Die Analyse von Aminosduren mittels
Gaschromatographie ist ebenfalls méglich, wurde aber nicht durchgeflhrt, da die
Cysteinsulfoxide thermoinstabil sind, wenn gleich diese Methode eine héhere
Auflésung hat und feinere Resultate erzielt [35]. Daher ist die gangigste Methode
fur die Bestimmung der Cysteinsulfoxide eine Auftrennung mittels HPLC nach
Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd (OPA).

Die primare Aminofunktion reagiert mit OPA und 2-Methyl-2-propanthiol zu
einem Isoindol (s. Abbildung 8). Das Isoindol besitzt eine starke Absorption bei
334 nm. Diese Methode ist sehr sensitiv. Es lassen sich Molekul-
Konzentrationen bis in den ppm-Bereich bestimmen. Nach Derivatisierung wird
Lodacetamid hinzugegeben, um das Uberschissige 2-Methyl-2-propanthiol

umzusetzen (s. Abbildung 9).
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Abbildung 8 : Schema der Derivatisierung von Cysteinsulfoxiden mit OPA

[e) SH HO
e e L

Abbildung 9 : Reaktion von 2-Methyl-2-propanthiol mit lodoacetamid

1.5 Ziel der Arbeit

Aus wirtschaftlichen Aspekten ist die Lagerung von Kichenzwiebeln sehr
bedeutend, denn keimende Zwiebeln kdnnen nicht mehr verkauft werden.
AuBerdem soll durch die Lagerung der Zwiebel der Geschmack nicht verfalscht
werden. Das Institut fir Sonderkulturen und Produktionsphysiologie der
Universitdt Hohenheim flhrte aus diesem Grund im Herbst 2008 einen
Lagerungversuch durch, in dem die Auswirkungen der Lagerung auf die Qualitat
der Zwiebeln untersucht werden sollten. Dafir wurden die Zwiebeln wéahrend
acht Wochen mit zwei verschiedene Lagerungsbedingungen gelagert: Unter
einer Normalen- und einer Ethylen-Atmosphéare. Diese Proben sollten in dieser
Arbeit auf ihre Qualitdt hin untersucht werden. Dazu sollten die Inhaltstoffe
beziehungsweise die S-Alk(en)yl-L-cysteinsulfoxide und die Aminosauren
quantifiziert werden. Dadurch sollte herausgefunden werden, ob es einen
Unterschied zwischen den verschiedenen Proben, die unterschiedlich gelagert
wurden, gibt. Diese Quantifizierung wurde mit einer HPLC-Methode flr die

Analyse von Cysteinsulfoxiden und Aminosauren vorgenommen.

Clémence Berguerand 14



Einleitung

Das zweite Ziel war es in einer wilden Art von Allium (rubellum) eine Analyse der
Cysteinsulfoxide durchzuflihren und herauszufinden, ob in dieser Art dieselben
Cysteinsulfoxide wie in der Kiichenzwiebel vorhanden sind. AuBerdem sollte ein
unbekanntes Dipeptid aus dieser Art in seiner Struktur aufgeklart werden. Die
Isolation des Dipeptides sollte mittels praparative HPLC stattfinden. Um die
Struktur aufzuklaren, wurden verschiedene Methoden verwendet : NMR, MS und
MS/MS.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

e Methanol (HPLC) CH4O : Merck 1501313937 937, CAS 67-56-1, 99.8 %, giftig,
hochentzindlich

e Methanol (HPLC-MS) CH4O : Merck 106035.1000, CAS 67-56-1, 99.9 %, giftig,
hochentzindlich

e Methanol D4 (HDOH, D20 < 0.03 %) : Euriso-top, DO24F Y2191, CAS 811-98-
3, 2 99.8%, giftig, leichtentziindlich

e Acetonitril (HPLC) CoH3N : Sigma Aldrich 34851, CAS 75-05-8, =2 99.9 %, qiftig,
leichtentzindlich

e Acetonitril (HPLC-MS) CoHsN : Merck 1395029 747, CAS 75-05-8, = 99.9 %,
giftig, leichtentziindlich

e Aceton C3HsO: Merck 822251, CAS 67-64-1, = 99.0% , reizend,
leichtentzindlich

e Ethanol C;HsOH: Merck 818760, CAS 64-17-5, = 99.5 %, KQ300000,
hochentzindlich

e Phosphorsaure H3zPO,4: Caesur et Lorentz 7033, CAS 7664-38-2, 25 %, atzend

e Essigsaure CoH4O, : ACROS organics 222 140025, CAS 64-19-7, 99.8%,
atzend

e Natriumhydroxid NaOH : Carl Roth Art. Nr. 9356.1, CAS 1310-73-2, = 99 %,
atzend

e Trifluoressigsdure CF;COOH: Solvay, CAS 76-05-1, = 99 %, atzend

e Phthaldialdehyde CgHsO,: Sigma 79760 , CAS 643-79-8, = 99 % , giftig,
umweltgefédhrdend

e 2-Methyl-2-propanethiol C4H10S: Aldrich 109207, CAS 75-66-1, 99 %,
leichtentztindlich, reizend

e Natriumhydrogenphosphat NaH,PO, : Riedel de Haen 04270, CAS 89140-32-
9, 98 %, -
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Di-Natriumhydrogenphosphat Na,HPQO, : Carl Roth Art. Nr. T876.2, CAS 7558-
79-4, 298 %, -

Ammoniumacetat CoH;NO, : Carl Roth Art. Nr. T872.2, CAS 631-61-8, = 96%,
Natriumtetraborat Decahydrat BsNa>O7*10 H.O : Fluka 72002, CAS 1303-96-4,
299 %, -

Ethylacetat C4HgO. : Sigma-Aldrich 2722, CAS 141-78-6, = 99.9 %,
leichtentzundlich, reizend

Natriumsulfat Na,SO4 : Merck 1.06649.0500, CAS 7757-82-6, =2 99.9 %,
A663249602, -

L-Leucin CgH13NO> : Fluka 61819, CAS 61-90-5, = 99.5 %, EC No 20005220, -
L-Isoleucin CgH13sNO2: Fluka 58879, CAS 1509-34-8, = 99.5 %, EC No
2007982, -

Glycin C2H5NO2 : Merck 1.04169.0250, CAS 56-40-6, = 99.7 %,
K33743569526, -

L-Tyrosin CgH{{NO3 : Merck 1.08371.0025, CAS 60-18-4, = 99 %,
K31192971240, -

L-Phenylalanin CoH11NO, : Fluka 78020, CAS 63-91-2, = 99.0 %, EC No
2005681, -

L-Threonin  C4H9gNO3 : Merck 1.08411.0010, CAS 28954-12-3, = 99 %,
K305116112309, -

L-Alanin  C3H/NO,: Merck 1.01007.0025, CAS 56-41-7, = 99 %,
K31848207714, -

Natrium Na : Merck 8.22284.0250, CAS 7440-23-5, = 99 %, S5183884842,
hochentziindlich, atzend

L-Cystein C3H7NO,S : Aldrich 168149, CAS 52-90-4, = 97%, -

Allyloromid CsHsBr: Sigma A8892, CAS 106-95-6, = 99 %, giftig,
hochentzindlich

lodomethane CHsl : Riedel-de Haén 03810, CAS 74-88-4, =2 99 %, UN No
2644, qiftig

Wasserstoffperoxid H>.O, : Merck 1.08600.1000, CAS 7722-84-1, 35.0-36.5 %,
K40027400922, reizend
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2.1.2 Pflanzenmaterial

2.1.2.1 Gefriergetrocknete Allium cepa ,Copra“Proben

Das Lagerversuch wurde von der Universitdt Hohenheim (Institut far
Sonderkulturen und Produktionphysiologie) folgendermaBen durchgefiihrt: Die
Ziwebeln wurden ca. drei Wochen nach der Ernte auf verschiedene Behalter
verteilt und dann bei 18°C im Durchfluss entweder mit Luft als Kontrolle oder 10-
12 ppm Ethylen in Luft kontinuierlich begast. Es wurden wdchentlich Proben
entnommen. Die Proben, die zur VerflUgung standen, waren die vom Beginn und

Ende des Versuches.

Die gefriergetrockneten Zwiebelproben sind aus den Zwiebelquerzerschnitt in
Aquatorndhe von der Art Allium cepa ,Copra“ Die Proben waren in
Probenvorbereitungsgefafen geliefert, die ca. 150 mg Zwiebeltrocknpulver

enthielten. Die Proben waren in drei Kategorien unterteilt:

Kategorie 1 : KOI, Proben von Beginn des Experimentes (08.09.08)
Kategorie 2 : KOII, Proben vom Ende des Experimentes, Kontrolle, mit Luft
gelagert und 18°C (03.11.08)

Kategorie 3 : E, Proben vom Ende des Experimentes, mit 10-12 ppm Ethylen
in Luft gelagert und bei 18°C (04.11.08)

Jede Kategorie enthélt 10 Proben, die von 10 verschiedenen Zwiebeln stammen.
Aber die Proben E 5 und E 8 der E Probe wurden nicht mitgeschickt. Darum

wurden nur die anderen acht Proben gemessen.

2.1.2.2 Allium rubellum

Die Informationen Uber das vorliegende Pflanzenmaterial von Allium rubellum

sind in Tabelle 2 angegeben.
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Tabelle 2 : Pflanzenmaterial von Allium rubellum

Datum der )
Accession Ort der Sammelung
Sammlung
Gorovanskie
3000
N ) peski zakasnik S Erevan
01.06.2010 Expedition Fritsch .
) Flat terraces of sandy limestone,
Armenien 2010
956 m
2.1.3 Gerate
2.1.3.1 HPLC

e HPLC : Merck Hitachi D-7000 LaChrom

e Software : LaChrom HPLC System

e Saule : EC 250/4 Nucleodur 100-5 C18 EC
e Detektion : UV

2.1.3.2 HPLC/MS

e HPLC : Shimadzu LC 20

e Software : Shimadzu Controller SCL10Avp

e Saule : VP 250/2 Nucleodur 100-5 C18 EC

e Detektion : UV, MS : QTrap 2000, Turbolonspray lon Source (ESI-MS)

2.1.3.3 Praparative HPLC

e HPLC : Waters (600 E System Controller)

e Software : Water 991 Photodiode Array Detectors
e Saule 1: VP 250/21 Nucleodur 100-5 C18 EC

e Detektion : UV, PDA : 991 Waters PDA

2.1.3.4 NMR Spektrometer
e JEOL-ECX 400

2.1.3.5 FTIR
e Bruker Alpha-P

Clémence Berguerand
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2.1.3.6 Sonstige Gerate

e Mikroskop : Olympus CKX41

e Kamera : Olympus E-330

e pH-Meter : Microprocessor pH/ION Meter PMX 3000
e Waage : Kern ALJ 220-4NM

¢ Rotationsverdampfer: Biichi RE 111 Rotavapor

2.2 Methoden

2.2.1 Auswirkungen von Lagerungsbedingungen auf den Gehalt der
Aminoséauren und Cysteinsulfoxide in lyophilisierten Allium-cepa-Proben

2.2.1.1 Synthese der Cysteinsulfoxidstandards

Das (+)-Alliin und das (+)/(-)-Methiin, die als Standard benutzt worden sind,
wurden unten beschriebener Methode hergestellt. Diese Cysteinsulfoxide
wurden von Herrn Brauschke synthetisiert. Die Synthese erfolgte nach Keusgen
[15].

Die Synthese wurde folgendermafBen durchgeflhrt: In einem Rundkolben von
1000 L wurde vorsichtig 500 mL Ethanol mit 9,7 g Natrium vermischt. Hierzu
wurden 26,6 g von gemoérserten L-Cystein gegeben und 0,22 mol des
gewunschten Alk(en)yl-bromids danach zugetropft. Die Mischung wurde bis
25°C abgekdhlt und mit Eisessig bis ca. pH 5,5 eingestellt, damit das
gewlinschte S-Alk(en)yl-L-cystein auskristallisierte. Die Kristallisation erfolgte
tber 12 Stunden bei 20°C. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit Ethanol
mehrmals gewaschen. Dann wurde der Ruickstand in einem bestimmten
Volumen an Essigsaure bei 70°C rickgelést. Dann wurde der 10-fache
Uberschuss an Aceton hinzugegeben. Nach 48 Stunden war die Kristallisation
abgeschlossen und die Kristalle wurden abfiltriert. Das S-Alk(en)yl-L-cystein
wurde oxidiert. Hierfir wurden 0,13 mol das S-Alk(en)yl-L-cystein in 180 ml
Wasser zurlickgeldst. Danach wurde die Lésung langsam mit 15,2 ml 25%-iger
Wasserstoffperoxid (0,13 ml) gemischt. Die Reaktion erfolgte Gber 24 Stunden
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bei Raumtemperatur und unter standigem Rudhren. Der Rickstand wurde dann
abfiltriert.

2.2.1.2 Boratpuffer (0,05 M) pH 9,5

Es wurden 8,55 g Natriumdihydrogenphosphat und 4,49 g Di-
Natriumhydrogenphosphat in einen 2000 mL Becherglas mit 1800 mL Millipore
Wasser geldst. Der pH-Wert wurde mit 5M-Natronlauge oder mit Phosphorsédure,
wenn noétig, auf 6,5 eingestellt. AnschlieBend wurde die Lésung quantitativ in
einen 2000 mL Messkolben Uberfihrt und mit Millipore Wasser bis zur

Eichmarke aufgefillt.

2.2.1.3 Phosphatpuffer (50 mM) pH 6,5

Es wurden 8,55 g Natriumdihydrogenphosphat und 4,49 g Di-
Natriumhydrogenphosphat in einen 2000 mL Becherglas mit 1800 mL Millipore
Wasser gelost. Der pH-Wert wurde mit 5M-Natronlauge oder mit Phosphorséaure,
wenn noétig, auf 6,5 eingestellt. AnschlieBend wurde die Lésung quantitativ in
einen 2000 mL Messkolben Uberfihrt und mit Millipore Wasser bis zur
Eichmarke aufgefillt.

2.2.1.4 Ammoniumacetatpuffer (50 mM) pH 6,5

3,85 g Ammoniumacetat wurden in einen 1000 mL Becherglas mit 800 mL
Millipore Wasser geldst. Der pH-Wert wurde mit 0,2M-Essigsaure, wenn nétig,
auf 6,5 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung quantitativ in einen 1000 mL

Messkolben Gberfihrt und mit Millipore Wasser bis zur Eichmarke aufgefallt.

2.2.1.5 OPA-Derivatisierungreagenz
In einem 100 mL Becherglas wurden 140 mg ortho-Phthaldialdehyd (OPA)

eingewogen. Unter Rihren wurden 5 mL Methanol (HPLC, rein) zugegeben. Es
wurde so lange gewartet, bis das OPA vollstandig gelést war. Danach wurde
unter dem Abzug unter starkem Ruihren 200 pL 2-Methyl-2-propanthiol hinzu
pipetiert. AnschlieBend wurden ebenfalls unter starkem Rihren langsam 50 mL
Boratpuffer pH 9,5 zugegeben. Die Lésung musste vollkommen klar sein. Wenn
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sie trib war, wurde die Lésung durch einen Faltenfilter filtriert. Die L&ésung wurde
in einer Braunglasflasche bei Raumtemperatur gelagert. Sie musste mindestens
12 Stunden vor Gebrauch hergestellt werden. Jeden zweiten Tag wurde sie
erneut mit 200 pl 2-Methyl-2-propanthiol versetzt. Mit dieser Lésung wurde
immer unter dem Abzug gearbeitet, weil das 2-Methyl-2-propanthiol einen
auBerst penetranten Geruch besitzt.

2.2.1.6 lodoacetamid Losung (1 M)

185 mg lodoacetamid wurden in ein 1,5 mL Reaktionsgefaf eingewogen. Und in
1 mL Methanol gelést. Die Lésung wurde bei -20°C gelagert.

2.2.1.7 Mikroskopische Untersuchung der Lyophilisate

Um die Zellen zu quantifizieren und ihre GréBe zu bestimmen, wurde bei der
Mikroskopie eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Es wurden ungefahr 5 mg
der lyophilisierten Allium-cepa-Probe, exakt gewogen, in ein Reaktionsgefad von
1,5 mL gegeben. Dazu wurde 1 mL Millipore Wasser pipetiert. Das Gemisch
wurde 30 Sekunden lang griindlich vermischt und die dann entstandene Lésung
auf die Zahlkammer pipetiert. Diese Proben wurden dann unter dem Mikroskope
untersucht.

2.2.1.8 Probenextraktion und-vorbereitung fiir die HPLC-Messung

Es wurden ungefédhr 30 mg, exakt gewogen, der lyophilisierte Allium cepa-
Proben, in einen 20 mL Spitzkolben, der mit 2 mL Methanol beflllt wurde,
tberfihrt. Die Proben wurden fir 10 Minuten (gerechnet ab Siedepunkt 65 °C)
unter Rickfluss gekocht. Danach wurden 2 mL Millipore Wasser hinzugefligt und
die Mischung erneut fir 10 Minuten gekocht. Der Extrakt wurde am
Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Die Temperatur des
Wasserbads betrug 30°C. Der Druck betrug anfangs 250 mbar und wurde

danach langsam schrittweise bis auf 50 mbar verringert.
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Zum Trockenextrakt wurden 4,93 mL OPA-Derivatisierungreagenz und 50 pl 2-
Methyl-2-propanthiol pipetiert. Diese Lésung wurde 30 Minuten im Dunkeln
inkubiert. Danach wurden 20 pL lodoacetamid hinzu piptiert. Die Losung wurde
wieder drei Minuten vermischt. Danach wurde die Lésung durch einen 0,45 pum
Spritzenvorsatzfilter filtriert und in ein HPLC-Probengefa abgefulit.

2.2.1.9 Methanolischer bzw. Wassriger Auszug und Probenvorbereitung far die
HPLC-Messung

Es wurden ungefahr 30 mg, exakt gewogen, der lyophilisierten Probe in ein
Reaktionsgefaf von 1,5 mL gegeben. 1 mL Methanol bzw. Millipore Wasser
wurde hinzugefiigt. Die Lésung wurde zwei Minuten griindlich vermischt und in
ein 1,5 mL Reaktionsgefap filtriert. In ein 1,5 mL Reaktionsgefa wurden 250 pL
von der Lésung und 730 puL vom OPA-Derivatisierungreagenz hineinpipetiert.
Diese L6sung wurde 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach wurden 20 pL
lodoacetamid hinzu piptiert. Die Lésung wurde wieder 2 Minuten vermischt.
Danach wurde die Lésung durch einen 0,45 um Spitzenvorsatzfilter filtriert und in
HPLC Probengefépe abgefullt.

2.2.1.10 Probenvorbereitung fir die Cochromatographie

Verschiedene Standardlésungen wurden zur Probe hinzugegeben, um mittels
Cochromatographie schlecht aufgeléste Peak besser zuordnen zu kénnen. Es
wurden folgende Standards verwendet: Methiin, Threonin, Tyrosin, Phenylalanin,
Alliin, Alanin, Glycin, Leucin und Isoleucin.

Von jedem Standard wurden ungefédhr 10 mg in einen 10 mL Messkolben
eingewogen und mit Millipore Wasser bis zur Eichmarke aufgefillt. Dann wurden
250 pL dieser Standardlésung in einem 1,5 mL Reaktionsgefa3 mit 730 uL OPA
versehen. Die Reaktionslésung wurde 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach
wurden 20 pL lodoacetamid hinzu pipetiert. Die Lésung wurde 2 Minuten

gemischt.
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In eine weitere Probe, die nach Abschnitt 2.2.1.8 vorbereitet wurde, wurden je 50
UL der Standardiésungen mit Methiin, Glycin, Tyrosin und Phenylalanin pipetiert.
Die Lésung wurde dann durch einen 0.45 um Spritzenvorsatzfilter in ein HPLC

Probengefap filtriert.

Zwei weitere Proben wurden analog zu vorherigen Lésungen mit den Standards

Threonin, Allin und Alanin bzw Isoleucin und Leucin versehen.

2.2.1.11 Kalibrationsgerade fir die HPLC mit einem L-(+)-Alliin-Standard

Vom synthetisierten L-(+)-Alliin (s. Punkte 2.2.1.1) wurde eine Stamml&sung
vorbereitet. Dafir wurden 7.3 mg vom Alliin in ein Probengefa3 eingewogen.
Dazu wurden 1 mL Millipore Wasser pipetiert. Die Konzentration von dieser
Lésung war 7300 mg/L. 100 pL von dieser Lésung wurden in ein HPLC
Probengefa3 gegeben. Dazu wurden 850 uL vom OPA-Reagent pipetiert. Nun
wurde die Lésung fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurden 50
UL lodoacetamidlésung dazu pipetiert. Die Konzentration dieser Ldsung, die
Stammlésung, ist 730 mg/l. Ausgehend von der Stammlésung wurde eine
Verdunnungsreihe hergestellt (s. Tabelle 3).
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Tabelle 3 : Verdiinnungsteihe des Standard fiir die Kalibrationsgerade

Volum en
Volumen der . Alliin
. . Millipore . Stoffmenge
Standardlésung | Standardlésung Konzentration
Wasser [mol]
[uL] [mg/L]
[ML]
1 500 pl Stammlésung 500 365 4.12E-08
2 250 pl Stammldsung 750 2.0596E-08
182.5
100 pl
3 900 36.5 4.12E-09
Standardlésung 1
100 pl
4 Standardldsung 900 18.25 2.06E-09
2
200 pl
5 Standardlésung 800 7.3 8.24E-10
3
200 pl
6 Standardldsung 800 3.65 4.12E-10
4

Jede Standardldsung wurde durch einen 0.45 pum Filter filtriert und in HPLC-
Probengefafe tberfihrt.
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2.2.1.12 HPLC-Messungen

Die HPLC-Methode wurde in der Arbeit von Schmidt [36] und nachher in einer

Shimadzu LC-4a HPLC-Anlage in der Arbeit von Jedelska [37] validiert. Spater
wurde diese Methode teilweise im Merck Hitachi D-7000 LaChrom HPLC-Anlage

in der Arbeit von Kusterer [38] validiert.

Es wurden folgende Parameter bei der HPLC-Trennung verwendet:
Temperatur : 30°C
Injektionsvolumen : 20 pL
Mobile Phase : A : Acetonitril, B: Phosphatpuffer
Flussrate : 1 mL/min
Detektion : UV; Wellenlange : 334 nm
Analysenzeit : 85 min
Gradient : nach Tabelle 4

Tabelle 4 : Lésungsmittel-Gradient bei der HPLC-Messung

Zeit [min] A [%] B [%]
0 20 80
20 20 80
49 23 77
50 23 77
54 27 73
55 27 73
63 30 70
65 35 65
75 35 65
75.1 20 80
85 20 80
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2.2.1.13 HPLC/MS-Messungen

Die HPLC/MS-Messung wurde durchgefihrt, um die verschiedenen Peaks einer

Substanz zuordnen zu kénnen.

Es wurden folgende Parameter bei der HPLC-Trennung verwendet:
e Temperatur : 30°C
e Injektionsvolumen : 20 pl
¢ Mobile Phase : A : Acetonitril, B: Ammoniumacetatpuffer
e Flussrate : 0,25 ml/min
e Detektion : UV; Wellenlange : 334 nm
e Analysenzeit : 81 min

e Gradient : nach Tabelle 5

Tabelle 5 : L6sungsmittle-Gradient Programm fiir die HPLC/MS-Messung

Zeit [min] A [%] B [%]
0 23 77
20 23 77
49 26 74
50 26 74
54 30 70
55 30 70
63 33 67
65 33 67

65.01 41 59
70 41 59
81 41 59

81.01 23 77
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Die Parameter flr die MS-Messung bei positiver lonisation sind in Tabelle 6

aufgelistet.

Tabelle 6 : Parameter fiir die MS

Parameter Einstellung
Curtain gas (CUR) 25
lon spray voltage (IS) 5500 V
Temprature (TEM) 300 °C
Gas 1 (nebulizer gas) 25

Gas 2 (turbo gas)

Interface heater (Ihe) ON

Declustering potential (DP) 55V

Entrance potential (EP) 9V
Messbereich 50-1000 amu

2.2.2 Strukturaufklarung von 2-Amino-5-{[1-carboxy-2-
(methylsulfanyl)ethyllJamino}-5-oxopentansaure aus Allium rubellum

2.2.2.1 Ammoniumacetatpuffer (50 mmol) pH 6,5

7,7 g Ammoniumacetat wurden in einen 2000 mL Becherglas in 1800 mL
Millipore Wasser geldst. Der pH-Wert wurde mit 0,2M Essigsdure auf 6,5
eingestellt. AnschlieBend wurde die LOsung quantitativ in einen 2000 mL
Messkolben Gberfihrt und mit Millipore Wasser bis zur Eichmarke aufgefullt.

2.2.2.2 Extraktherstellung

Ungefahr 1 g einer Zwiebel von Allium rubellum wurde exakt gewogen und in
einen 250 mL Rundkolben, der mit 20 mL Methanol beflllt wurde, Gberflhrt. Die
Probe wurde flr 10 Minuten (gerechnet ab Siedepunkt 65 °C) unter Rickfluss
am Ruckflusskihler gekocht. Danach wurde die Lésung bis 30 °C abgekuhlt. Die
Probe wurde danach in einen Morser Uberfihrt und zerkleinert. AnschlieBend
wurde die zerkleinerte Zwiebel wieder in den Rundkolben gegeben. Der Mdrser
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und das Pistill wurden mehrmals mit Methanol abgesplilt, bis keine Rickstande
verblieben. Die Probe wurde wieder unter Ruckfluss gekocht. Sobald der
Siedepunkt erreicht war, wurden langsam 20 mL Millipore Wasser hinzugefiigt
und die Mischung fir 10 Minuten gekocht. Danach wurde das Gemisch mit
einem Faltenfilter in einem neuen Rundkolben filtriert. Die beiden
Filtrationldsungen wurden in einem einzigen Kolben gemischt wobei unter
Verwendung des Rotationsverdampfers das Methanol-Wassergemisch
herausdestilliert wurde. Die Temperatur des Wasserbads betrug 30°C. Der
Druck betrug anfangs 250 mbar und wurde danach langsam schrittweise bis auf

50 mbar verringert.

2.2.2.3 Probenvorbereitung zur praparativen HPLC

In einen Rundkolben Allium-rubellum-Extrakt wurden 4,93 mL OPA-Reagenz und
50 pL 2-Methylpropanthiol pipetiert. Der Rundkolben wurde 30 Minuten im
Dunklen inkubiert und anschlieBend 20 pL lodoacetamid in der Rundkolben
pipetiert. Die Probe war jetzt bereit fir die HPLC-Messung und die praparative
HPLC-Trennung.

2.2.2.4 Probenvorbereitung fir die MS-Messungen

Um ein Probe ohne OPA-Derivatisierung am Massenspektrometer zu messen,
wurde ungefahr 1 g einer Zwiebel von Allium rubellum eingewogen. Die
Extraktionsmethode war dieselbe wie oben beschrieben. Nach dem Einrotieren
wurde die Probe wieder in 5 mL Methanol gelést und mit der MS vermessen.
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2.2.2.5 Parameter fur die praparative HPLC

Es wurden folgende Parameter bei der praparativen Trennung verwendet:
e Temperatur : nicht reguliert
e Injektionsvolumen : 1000 pL
e Mobile Phase : A : Acetat-Puffer , B : Methanol
e Fluss : 10 ml/min
e Detektion : UV; Wellenlange : 334 nm
e Analysenzeit : 60 min

e Gradient : nach Tabelle 7

Tabelle 7 : Gradient fiir die praparative HPLC-Trennung

Zeit [min] A [%] B [%]
0 60 40
10 60 40
15 40 60
60 40 60

Das Chromatogramm der praparativen HPLC-Trennung befindet sich im Anhang
7.28. Der Peak bei 34 Minuten wurde in einem 250 mL Rundkolben gesammelt.

2.2.2.6 Messungen am Massenspektrometer

Die Fraktion, die durch die praparative HPLC getrennt und aufgefangen wurde,
wurde bis zur vollstandigen Trocknung eingeengt. Danach wurde der Rickstand
in 5 mL Methanol zurickgelost. 1 mL dieser Losung wurde dann durch einen
0.2 um Filter in ein Vial filtriert. Diese Lésung wurde dann mit einer 500 pL
Spritze aufgezogen und dann direkt in den Massenspektirometer injiziert. Die
Flussrate betrug 20 pL/min. Die verschiedenen Parameter fir die MS-
Messungen bei positiver lonisation werden in Tabelle 8 bei negativer lonisation

in Tabelle 9 wiedergegeben.
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Tabelle 8 : MS Parameter bei positiv lonisation

Parameter Einstellung
Curtain gas (CUR) 10
lon spray voltage (IS) 5500 V
Temprature (TEM) 300 °C
Gas 1 (nebulizer gas) 20

Gas 2 (turbo gas) -

Interface heater (lhe) ON
Declustering potential (DP) 110V
Entrance potential (EP) 10V
Messbereich 30-500 amu

Tabelle 9 : MS Parameter bei negativ lonisation

Parameter Einstellung
Curtain Gas (CUR) -10
lon Spray Voltage (1S) -4500 V
Temprature (TEM) 300 °C
Gas 1 (nebulizer gas) 20

Gas 2 (turbo gas) -

Interface Heater (Ihe) ON
Declustering Potential (DP) -110V
EntrancePotential (EP) -0V
Messbereich 30-500 amu

Die Parameter fir die Analyse mittels MS/MS bei positiver lonisation werden in
Tabelle 10 und bei negativer lonisation in Tabelle 11 wiedergegeben.
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Tabelle 10 : MS/MS Parameter bei positiver lonisation

Parameter Einstellung
Collision Activated Dissociation Gas (CAD) 1
Cell Entrance Potential (CEP) 25.70
Collision Energy (CE) 32
Cell Exit Potential (CXP) 3

Tabelle 11 : MS/MS Parameter bei negativer lonisation

Parameter Einstellung
Collision Activated Dissociation Gas (CAD) 1
Cell Entrance Potential (CEP) -16.80
Collision Energy (CE) -50
Cell Exit Potential (CXP) -3

2.2.2.7 FT-IR

Ein Teil der bis zur Trockene eingeengten Fraktion, die mittels praparativer

HPLC gewonnen wurde, wurde mittels FT-IR gemessen.

2.2.2.8 NMR Methode

Die Ldsungen, die fur die Messungen mit MS und FT-IR verwendet wurden,
wurden mit dem Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Danach
wurde der Rickstand in 500 pL deuteriertem Methanol zurickgel6st. 500 pL
wurden in einem NMR-R&6hrchen Uberflhrt. Der Rundkolben wurde noch einmal
mit 200 pL deuteriertem Methanol gespullt und dieses Volumen ebenfalls in das
NMR-Rdéhrchen Uberfuhrt.
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Es wurden mehrere Messungen mit 'H, *C, HH-COSY und HMQC durchgefhrt.
Die verschiedenen Parameter fir diese Analyse sind in Tabelle 12
wiedergegeben. Die Messungen wurden unter Raumtemperatur vollzogen. Der
verwendete Probenkopf hat die Typenbezeichnung: 40TH5AT/FG2D Autotune.

Tabelle 12 : Parameter fiir die NMR Messung

Frequenz i .
Analyse Relaxationszeit [s] Anzahl der Scans
[MHZz]
1H 400 1,5 16
13C 100 1,5 2048
HH-COSY 400 1,5 4
HMQC 400 1,5 6
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3 Resultate

3.1 Auswirkungen von Lagerungsbedingungen auf den Gehalt der
Aminosauren und Cysteinsulfoxide in Allium cepa

Nach Extraktion und HPLC-Messungen konnten die Inhaltsstoffe aus Allium
cepa quantifiziert werden. AnschlieBend wurden t-Tests durchgefihrt um den
Einfluss der verschiedenen Lagerungsbedingungen auf die Menge an
Inhaltsstoffen zu Uberprtfen.

3.1.1 Probenvorbereitung

3.1.1.1 Proben

Zu Beginn der Arbeit wurden die 24 lyophilisierten Proben von A. cepa ,Copra‘“
mikroskopiert um auf die optimale Probenvorbereitung zu schlieBen. Durch
Mikroskopie sollte geklart werden, ob die Zellen der Zwiebelproben noch intakt
sind. Die Pflanzenzellen haben eine GréBe von ca. 35 pm. Die
Pflanzenzellfragmente waren zwischen 2 und 16 um groB (s. Abbildung 10). In
den verschiedenen Proben waren nur wenige intakie Zellen vorhanden. Die
Zellenkonzentration, die in verschiedenen lyophilisierten Proben ermittelt wurde,
ist in Tabelle 13 aufgelistet.
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Abbildung 10 : Mikroskopische Bilder der lyophisierten Proben

Tabelle 13 : Zellenkonzentration in verschiedenen lyophilisierten Zwiebelproben

Probe Zellenkonzentration
[Anzahl Zellen/mg]
KOI 3 590
KOl 9 930
KOlIl 1 1400
KOll 4 880
KOl 5 430
KOl 9 530
E 10 1400

Es ergibt sich ein Mittelwert von 880 * 398 Zellen/mg Lyophilisat.
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3.1.1.2 Probenauszug mit Wasser

Resultate

Durch die Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass fast alle Zellen zerstért sind.

Es war daher nicht unbedingt nétig eine Extraktion durchzufihren. Am Anfang

der Arbeit wurde die Probenvorbereitung mit Wasser durchgefihrt (s. Abschnitt

2.2.1.9). Danach wurden die Proben durch HPLC gemessen (s. Abschnitt
2.2.1.12). Es resultierte ein HPLC-Chromatogramm (s. Abbildung 11). Jedoch

konnte kein Isoalliin nachgewiesen werden. Das Isoalliin sollte ungefahr eine

Minute vor Tyrosin eluiert werden.

Chromatogramme nicht in die Auswertung ein.

Aus diesem Grund, gingen diese
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60 -
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e
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£ 30 -
= Asn

lle/ Trp/
20 +
e Phe / Leu
Ser
10 - i 1A Val
GlyThr vyr Ala
0 T T T A g\l T T
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Zeit [min]
Abbildung 11 : Chromatogramm des wéassrigen Auszuges (Probe KOII 4)

Clémence Berguerand

36



Resultate

3.1.1.3 Probenauszug mit Methanol

Nach einem Auszug mit Methanol ergaben die HPLC-Chroamtogramme (s.
Abbildung 12), dass Isoalliin erkennbar ist und quantifiziert werden kann. Dieses
Chromatogramm bietet eine gute Auflésung der meisten Aminosauren und

Cysteinsulfoxide.

30 4

N
o
1

Glu l 1A

Arg

Intensitat [mV]
[EEY
wv

sP._an.
y-Glu-I1A Asn

10 A
Val Phe
Tyr/Ala a

5 Ser
U His Mel/ Gly Thr

O T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [min]

Abbildung 12 : Chromatogramm des methanolischen Auszuges (Probe KOIl 7)
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3.1.1.4 Probenextraktion

Vier Extraktionen nach Abschnitt 2.2.1.8 wurden durchgefihrt um sicher zu sein,
dass mit dem methanolischen Auszug die Aminosauren und Cysteinsulfoxide
quantitativ extrahiert wurden. Ein Beispiel Chromatogramm von die HPLC-
Messung des Extrakts ist in Abbildung 13 zu sehen.

25 - Arg
Glu

20 - Gin
S Asg
E
® 15 - l 1A
g v-Glu-1A
£ 0 Asn

Ser Gly
5 - Me l/ Thr
\J His
0 o T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [min]

Abbildung 13 : Chromatogramm einer Extraktion (Probe KOII 4)

Die Quantifizierung ergab eine abweichende Menge an Aminosduren und
Cysteinsulfoxide im  Vergleich zum  methanolischen  Auszug. Das
Chromatogramm solch eines Extraktes liefert jedoch eine schlechtere Trennung
der Amminosauren und Cysteinsulfoxide. Zudem ergab sich ein hdheres
Hinetergrundrauschen. Eine wichtige Beobachtung war auch, dass die Menge an
Isoalliin mit dem methanolischen Auszug fast doppelt so gro war. Aus diesen

Grunden wurde entschieden den methanolischen Auszug zu verwenden.

Da nur die Extraktion nach Abschnitt 2.2.1.8 validiert war, wurde flr jede
Aminosaure und Cysteinsulfoxid ein Faktor bestimmt, der sich aus der
Quantifizierung nach beiden Methoden ergab (s. Tabelle 14). Die
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Standardabweichung ist in den meisten Féllen sehr klein. Das bedeutet, dass

der Auszug mit Methanol reproduzierbare Ergebnisse liefert.

Tabelle 14 : Quantifizierungsfaktor zum Vergleich zweier Methoden

Aminoséauren und Faktor .
Cysteinsulfoxide Mittelwert Standardabweichung
Aspartat 1,71 0,17
Glutamat 1,05 0,08
y-Glutamyl-Isoalliin 1,15 0,09
Asparagin 1,25 0,14
Histidin 1,07 0,10
Glutamin 0,84 0,05
Methiin 1,15 0,28
Serin 1,30 0,63
Arginin 2,27 0,54
Threonin 1,75 0,26
Glycin 2,09 0,49
Isoalliin 0,60 0,06
Tyrosin/Alanin 0,89 0,16
Valin 0,94 0,12
Tryptophan 1,10 0,36
Isoleucin 0,99 0,27
Phenylalanin 1,07 0,19
Leucin 0,81 0,19

Der Faktor wurde folgend bestimmt: den Prozentmassenanteil von der Extraktion

wurde durch der Prozentmassenanteil von dem methanolischen Auszug geteilt.
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3.1.1.5 HPLC-Messungen

Die 24 Proben, die mittels Methanol ausgezogen wurden, wurden mit der HPLC
gemessen (s. Abschnitt 2.2.1.12). Jede Probe wurde dreimal nacheinander
gemessen. Durch den Vergleich mit den Daten von der HPLC-MS (s. Abbildung
14 und Anhang 7.1) konnten die Signale den Aminosauren und
Cysteinsulfoxiden zugeordnet werden. Zwei weitere HPLC-Chromatogramme,
jeweils eines der Reihe KOIIl und E, befinden sich im Anhang 7.2 und 7.3.

180000 - Gin

160000 y-Glu-IA

140000

120000
Trp/lle

100000

Gly vl Phe

Tyr/Ala

80000

Intensitat [cps]

60000

Alliin

Gly/Thr \/'A
O 4

0 10 20 30 40 50 60 70 80

40000

Me/Ser

20000

Zeit [min]

Abbildung 14 : Chromatogramm einer HPLC-MS-Messung (KOI 1)

Trotz HPLC-MS-Analyse war die Zuordnung in einigen Fallen schwierig, da
einige Peaks nicht gut aufgelést waren (Methiin/Serin; Threonin/Glycin;
Alanin/Tyrosin) oder bestimmte Stoffe dieselbe Masse besitzen (Alliin/Isoalliin,
Isoleucin/Leucin). Zur Bestimmung wurden die Standards zur Probe
hinzugegeben (s. Abschnitt 2.2.1.10 und Chromatogramme Anhang 7.4-7.7).
Damit war es moglich, die verschiedenen Peaks den Inhaltstoffen zuzuordnen.
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Bei der Analyse mittels HPLC-MS war Alliin zwar zu erkennen, mit der HPLC-
Analyse lag es jedoch unter der Bestimmungrenze. Diese liegt bei 2*107° % [38].
Tyrosin und Alanin wurden in manchen Chromatogrammen bei der HPLC-
Analyse nicht vollstandig aufgelést, daher wurden sie zusammen quantifiziert. Je
nach Methode (HPLC und HPLC-MS) gab es flr zwei Aminosauren eine
unterschiedliche Elutions-Reihenfolge:

HPLC : 1. Isoleucin, 2. Phenylalanin, 3. Leucin

HPLC-MS : 1. Isoleucin, 2. Leucin, 3. Phenylalanin

3.1.2 Kalibrationsgerade mit L-(+)-Alliin

Die Kalibrationsgerade wurde mit synthetischem L-(+)-Alliin ermittelt (s.
Abbildung 15). Diese Kalibrationkurve ermdglicht es die Aminosduren und
Cysteinsulfoxide in ihrer Stoffmenge zu quantifizieren. Danach wurden die
Stoffmengen in Massen umgerechnet und als prozentuale Massenanteile

bestimmt.

1,1E+07 -
1,0E+07 -
9,0E+06 -
8,0E+06 -
7,0E+06 -
6,0E+06 -

5,0E+06 -

Peakflache

4,0E+06 - y = 3E+14x - 33189
3,0E+06 R?=0,9994

2,0E+06

1,0E+06

0,0E+00
0,00E+00 5,00E-09 1,00E-08 1,50E-08 2,00E-08 2,50E-08 3,00E-08 3,50E-08 4,00E-08

Stoffmenge [mol]

Abbildung 15 : Kalibrationsgerade mit L-(+)-Alliin
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3.1.3 Quantifizierung durch HPLC-Analyse

Fir jede Aminosaure und jedes Cysteinsulfoxid sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen von jeder Reihe (KOI, KOII, E) in den Abbildungen 16-
19 dargestellt.

Far Aspartat, Glutamat, Histidin, Methiin, Serin, Threonin, Glycin und Tryptophan
ergab sich, dass die zwei unterschiedlichen Lagerungsbedigungen (KOIl und E)
im Mittelwert keinen Unterschied bewirken (s. Abbildung 16). Lediglich die
Standardabweichung differiert bei den beiden Reihen. Sie ist ein MaB flr die

interindividuellen Unterscheide der Zwiebelproben.

0,22 -
0,20 -
0,18 - B
0,16 -
0,14 -
0,12 - B KOI

0,10 - mKOIl
OE

Massenanteil [%]

0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0,00 h T T T T T
Asp Glu His Me Ser Thr Gly Trp

Abbildung 16 : Massenanteile ausgewahlter Zwiebelinhaltsstoffe |
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FOr Asparagin, Glutamin, Arginin, Isoalliin und Tryrosin/Alanin ergeben sich
kleine Unterschiede durch die Lagerung mit Luft bzw. Ethylen (s. Abbildung 17).

1,20 ~
1,10 A
1,00 A
0,90 -
0,80 -
0,70 - B
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -~
0,10 -
0,00 - T T T T .
Asn GIn Arg 1A Tyr/Ala

B KOI
mKOIl

Massenanteil [%]

OE

Abbildung 17 : Massenanteile ausgewahlter Zwiebelinhaltsstoffe Il

Bei Valin, Isoleucin, Phenylananin, Leucin und y-Glutamyl-Isoalliin (s. Abbildung
18 und 19) ist auf der Darstellung ebenfalls ein Unterschied zwischen den drei
Reihen zu erkennen. Der gr6Bte Unterschied ist bei y-Glutamyl-Isoalliin und
Leucin festzustellen.

0,80 -
0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 - ot
0,10 -
0,00 - S
y-Glu-1A

B KOl
E KOl

Massenenteil [%]

Abbildung 18 : Massenanteile ausgewdéhlter Zwiebelinhaltsstoffe Il
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0,20 -
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0,16
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0,12
EKOI

0,10
EKOII
0,08
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Massenanteil [%]

0,06
0,04
0,02

0,00

Val lle Phe Leu

Abbildung 19 : Massenanteile ausgewahlter Zwiebelinhaltsstoffe IV

Alle Mittelwerte und Standardabweichungen von jeder Aminosaure und jedem
Cysteinsulfoxid der Versuchsreihen sind in Tabelle 15 wiedergegeben.
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Tabelle 15 : Mittelwerte und Standadabweichungen der Aminoséauren und Cysteinsulfoxide fiir die

Kontrolle und zwei Lagerungsbedingungen

Aminoséuren/ Mittelwert | Stdabw. | Mittelwert | Stdabw. | Mittelwert | Stdabw.
Cysteinsulfoxide der Reihe | der Reihe | der Reihe | der Reihe | der Reihe | der Reihe
KOI [%] KOI [%] KOII [%] KOII [%] E [%] E [%]
Asparaginsaure 0,10 0,02 0,09 0,02 0,09 0,02
Glutaminsaure 0,16 0,03 0,18 0,02 0,18 0,04
Histidin 0,07 0,02 0,06 0,01 0.06 0.01
Methiin 0,13 0,04 0,10 0,05 0,010 0,02
Serin 0,07 0,02 0,06 0,01 0,06 0.02
Threonin 0,10 0,03 0,08 0,02 0,08 0,02
Glycin 0,04 0,01 0,04 0,01 0,04 0,02
Tryptophan 0,08 0,02 0,07 0,01 0,07 0,02
Asparagin 0,24 0,07 0,19 0,05 0,21 0,07
Glutamin 0,87 0,24 0,82 0,33 0,72 0,24
Arginin 0,44 0,11 0,37 0,06 0,39 0,14
Isoalliin 0,48 0,18 0,62 0,22 0,56 0,17
Tyrosin/Alanin 0,42 0,007 0,39 0,12 0,34 0,09
Valin 0,09 0,01 0,07 0,02 0,08 0,02
Isoleucin 0,07 0,01 0,05 0,01 0,06 0,01
Phenylalanin 0,06 0,02 0,04 0,01 0,06 0,01
Leucin 0,15 0,02 0,11 0,02 0,14 0,04
y-Glutamyl-Isoalliin 0,62 0,16 0,26 0,06 0,41 0,22
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3.1.4 Statistische Ergebnisse

AnschlieBend wurde t-Tests durchgefihrt. Der Mittelwert der drei HPLC-
Messungen wurde fiur die acht Zwiebelproben berechnet. Danach wurde der
Mittelwert der Mittelwerte der drei Reihen (Kontrolle, Luft und Ethylen) berechnet.
Als Gesamtergebnis ergibt sich so flr jede Reihe ein Mittelwert mit der
dazugehérigen Standardabweichung. Beim t-Test wurden dann die
verschiedenen Reihen miteinander verglichen (Kontrolle mit Luft, Luft mit Ethylen
und Ethylen mit Kontrolle). Es wurden darauf folgend die Ergebnisse des t-Tests
betrachtet, um zu sehen, ob die verschiedenen Lagerungsbedingungen einen
statistisch signifikanten Effekt bezlglich der Menge an Inhaltsstoffen ausubt.

Die Resultate von den Messungen des t-Tests flr jede Aminosaure und jedes
Cysteinsulfoxid sind im Anhang 7.8-7.25 aufgelistet.

Fir den t-Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 5 % liegt das
Signifikanzniveau bei 2.36. Die Resultate des t-Tests sind fur Aspartat, Glutamat,
Histidin, Methiin, Serin, Threonin, Glycin und Tryptophan gleich. Diese
Ergebnisse zeigen, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den zwei
verschiedenen Lagerungsbedingungen und die Kontrolle fur alle untersuchten
Aminosauren und das Cysteinsulfoxid gibt (s. Anhang 7.8-7.25). Dieses
Ergebnis und der Graph (s. Abbildung 16) zeigen, dass die unterschiedlichen
Lagerungsbedingungen keinen signifikanten Effekt auf die untersuchten
Zwiebelinhaltstoffe austben.
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Abbildung 17 zeigt geringe Unterschiede fir Asparagin, Glutamin, Arginin,
Isoalliin und Tryrosin/Alanin. Dieses Ergebnis lie3 sich durch den t-Test nicht
bestatigen. Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Reihen.
Die Irrtumswahrscheinlichkeit von a betragt 5 %. Die Auswertung ergab, dass
der sich optisch im Graphen zeigende Unterschied statistisch nicht signifikant ist.

Bei Valin gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen den Reihen KOI und
KOII (berechneter t-Wert: 2,53) aber keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Reihen KOI und E (berechneter t-Wert: 1,26) und auch nicht zwischen den
Reichen KOII und E (berechneter t-Wert: 1,00). Fir Isoleucin gibt es einen
signifikanten Unterschied zwischen KOI und KOII (berechneter t-Wert: 4,00) aber
keinen zwischen KOI und E (berechneter t-Wert: 2,00) und zwischen KOIl und E
(berechneter t-Wert: 2,00). Es gibt einen signifikanten Unterschied bei
Phenylalanin zwischen den Reihen KOI und KOII (berechneter t-Wert: 2,36) und
zwischen KOIlI und E (berechneter t-Wert: 4,00), aber keinen signifikanten
Unterschied zwischen KOI und E (berechneter t-Wert: 0,00). Leucin betrachtend
gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen KOI und KOII (berechneter t-
Wert: 4,00) aber keinen signifikanten Unterschied zwischen KOI und E
(berechneter t-Wert: 0,63) und zwischen KOIl und E (berechneter t-Wert: 1,90).
Far die y-Glutamyl-Isoalliin gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen den
Reihen KOI und KOIl (berechneter t-Wert: 5,96), aber keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Reihen KOI und E (berechneter t-Wert: 2,18) und
auch nicht zwischen den Reichen KOIIl und E (berechneter t-Wert: 1,86)
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3.2 Strukturaufklarung Strukturaufklarung von 2-Amino-5-{[1-
carboxy-2-(methylsulfanyl)ethyllJamino}-5-oxopentansaure aus
Allium rubellum

Der Zwiebelextrakt aus A. rubellum (s. Abschnitt 2.2.2.2) wurde nach
Derivatisierung mit OPA zuerst durch HPLC nach derselben Methode, die auch
fir die Bestimmung der Aminosduren und Cysteinsulfoxide verwendet wurde,
aufgetrennt. Das unbekannte Dipeptid befand sich bei dem Signal von 25
Minuten (s. Chromatogramm im Anhang 7.26). Die Quantifizierung ergab, dass
der Massensanteil im Extrakt 0.82 % betrug.

Um die Struktur dieses Dipeptides aufzuklaren, musste es zuerst isoliert werden.
Dies geschah mittels praparativer HPLC nach OPA-Derivatisierung. Die
Strukturaufklarung wurde im Anschluss mittels FT-IR-MS-NMR-Methoden
durchgefuhrt.

3.2.1 Struktur des Dipeptids

Abbildung 20 zeigt die  Struktur von  2-Amino-5-{[1-carboxy-2-
(methylsulfanyl)ethyllamino}-5-oxopentansaure (y-Glutamyl-desoxo-methiin)
abgebildet und Abbildung 21 dasselbe Molekll nach OPA-Derivatisierung.

iy
S
0 0
HO
'NH OH
o HoN

Abbildung 20 : Struktur von y-Glutamyl-desoxo-methiin
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s, COOH
"> COoO0H

Abbildung 21 : Struktur von y-Glutamyl-desoxo-methiin nach OPA-Derivatisierung

3.2.2 Préaparative HPLC und UV-Spektrum
Die verschiedenen Fraktionen wurden gesammelt (s. Anhang 7.27). Der groBe

Peak bei 34 Minuten ist das Signal des Dipeptides.

Das UV-Spektum dieses OPA-derivatisierten Dipeptides zeigte mehrere
Absorptionmaxima. Sie liegen bei 254 und 335 nm (s. Anhang 7.28).

49
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3.2.3 Charakterisierung durch FT-IR

Bei der Analyse des OPA-derivatisierten Dipeptides mittels FT-IR ergaben sich
einige Absorptionsbanden unterschiedlicher Intensitat (s. Anhang 7.29 und
Tabelle 16).

Tabelle 16 : IR-Banden der Funktionnellen Gruppen von y-Glutamyl-desoxo-methiin

) Aufgetretene
. Allgemeiner .
Funktionelle . . . . Absorption
Absorptionsbereich | Schwingungstyp |Intensitat .
Gruppe 4 Maximal
[em™] -
[em7]
Carbonsaure
C=0 1700-1725 Valenzschwingung Stark 1697
COCH 2500-3300 Valenzschwingung Stark 2837
C-O 1210-1320 Valenzschwingung Stark 1267
Amid
N-H 3300-3500 Valenzschwingung | Schwach 3300
Aromat
C=C 1400-1600 Valenzschwingung Mittel 1542
C=C
Doppelbindungen .
o 1650-2000 Valenzschwingung | Schwach 2000
delokalisiert in
Aroma System
Schwefel
S-CH3 650-700 Valenzschwingung | Schwach 657
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3.2.4 Charakterisierung mit dem Massenspektrometer

Durch massenspektrometrische Analysen bei positiver und negativer lonisation,
darunter auch gezielte Fragmentierung durch MS/MS, war es mdoglich die

Struktur des Dipeptides aufzuklaren.

Die positive Fragmentierung des OPA-derivatisierten Dipeptides aus der
Fraktion, die durch praparativer HPLC gewonnen wurde, wurde mit dem MS
gemessen. Danach wurde ein MS/MS Fragmentierung bei den 453 m/z [M+H]"
Massenpeak durchgefihrt. Die charakteristischen Fragmente sind in Tabelle 17

aufgelistet.

Tabelle 17 : Fragmentierung des Dipeptid nach OPA-Derivatisierung bei MS/MS-Analyse (positive

lonisation)
Relativ Intenzitat
Fragment Nr m/z
[%]
1 453 0,4
2 262 100

Eine MS-Analyse bei positiver lonisation wurde auch mit dem Dipeptid ohne
OPA-Derivatisierung durchgefihrt. Das Spektrum der MS/MS-Fragmentierung
des Massenpeaks 265 m/z [M+H]" ist in Anhang 7.30 zu sehen und die
charakteristischen Fragmente sind in Tabelle 18 wiedergegeben.
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Tabelle 18 : Fragmentierung des Dipeptides ohne OPA-Derivatisation bei der MS/MS-Analyse

Fragment Nr m/z Relative
Intensitat [%)]

1 265 9

2 264 4

3 144 26
4 130 6

5 122 100
6 119 43
7 84 23
8 39 17

AuBerdem wurde noch eine MS/MS-Fragmentierung des Fragmentes 144 m/z
von dieser Probe durchgefiihrt. Das Spektrum befindet sich im Anhang 7.31 und
die enstandenen Teilfragmente sind in Tabelle 19 aufgelistet.

Tabelle 19 : Charakteristische Fragmente der MS/MS Analyse vom Fragment 144 m/ z

Fragment Nr m/z Relative
Intensitat [%)]
1 144 100
2 113 40
3 84 40
4 67 60
5 55 14
6 39 100

Es wurde auch eine MS-Analyse des Dipeptides ohne Derivatisierung bei
negativer lonisation durchgefiihrt. Das Spektrum von der MS/MS-
Fragmentierung vom Fragment 263 m/z [M-H] befindet sich im Anhang 7.32 und
die charakteristischen Fragmente sind in Tabelle 20 aufgelistet.
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Resultate

Fragment Nr m/z Relative
Intensitat [%)]

1 263 <3

2 171 11

3 128 31

4 100 3

5 96 6

6 84 14

7 74 19

8 58 6

9 47 100
10 42 33

Clémence Berguerand

53



Resultate

3.2.5 Charakterisierung durch das NMR

Verschiedene Analysen wurden mittels NMR durchgefiihrt. Es wurden 'H-">C-
HH-COSY-HMQC Messungen durchgefihrt. Die Zuordnung der Signale ist in
Tabelle 21 aufgelistet (s. Anhang 7.33-7.36).

Tabelle 21 : NMR-Signale von y-Glutamyl-desoxo-methiin

Kohlenstoffatom Nr. H [ppm] 3C [ppm]
1 - 176,1
2 4,34;dd; 1; J=4,58; 7,79 Hz 54,1

2,94;dd; 1; J=4,58; 13,74 Hz
3 36,4
2,75;dd; 1; J=7.79, 13.51 Hz
4 2,06;s;3 14,6
5 - 176,4
6 5,69;dd; 1; J=4,81;10,63 Hz 61,1
2,65; m; 1
7 31,2
2,33; m; 1
2,29; m; 1
8 32,7
2,17; m; 1
9 - 175,4
10 7,68;s; 1 114,7
11 - 124,6
12 7,52;d;1; J=8,24 Hz 120,0
13 6,87;dd; 1; J=7,33; 8,24 Hz 120,4
14 6,94;dd; 1; J=7,33; 8,47 Hz 121,5
15 7,59;d;1;J=8,47 Hz 119,9
16 - 130,8
17 - 109,6
18 - 49,4
19, 20, 21 1,22;s;9 30,2
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4 Diskussion

4.1 Auswirkungen von Lagerungsbedingungen auf den Gehalt der
Aminosauren und Cysteinsulfoxide in Allium cepa

4.1.1 Methode

Die Untersuchung der intakten Zellen in den lyophilisierten Proben ergab eine
Zellzahl von 880 + 398 mg™”. Unter dem Mikroskop waren nur wenige intakte
Zellen (Grésse von 35 um) (s. Abbildung 10 rechtes Bild) zu sehen. Es waren
fast ausschlieBlich Zellfragmente (GréBe von 2-16 pm) (s. Abbildung 10 Links)
zu beobachten. Es lasst sich gut erkennen, dass diese Partikel keine
vollstdndigen Zellen sind. Die Partikel weichen vom Aussehen und von der
GrdBe einer Zelle ab. Aufgrund dieser Beobachtung wurde davon ausgegangen,
dass eine Extraktion in klassischen Sinne nicht nétig sei, da die Aminosauren
und Cysteindsulfoxide bereits frei vorliegen missten.

Da die Léslichkeit der Aminosauren in Wasser besser als in organischen
Ldsungsmitteln ist, wurde als erstes ein Auszug der Zwiebelproben mit Wasser
vorgenommen. Es resultierte ein Extrakt, bei dem das Isoalliin unter der
Detektionsgrenze (6*10° %) oder, in seltenen Fallen, unterhalb der
Bestimmungsgrenze (2*10™ %) lag. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde versucht,
die Zwiebelproben mit Methanol zu extrahieren. Durch die Anderung des
Lésungsmittels konnte Isoalliin detektiert und quantifiziert werden. Mit Methiin
war dieses Problem kaum zu beobachten. Der Massenanteil im wassrigen
Auszug betrug im Mittelwert 0,05 % und im methanolischen Auszug 0,11 %.
Dieser Unterschied resultiert aus der Alliinase-Aktivitat. Die Allinase bendtigt zur
enzymatischen Spaltung der Cysteinsulfoxide Wasser. In reinem Methanol
besitzt sie hingegen keine Aktivitat. Es kann daher gefolgert werden, dass die
Alliinase trotz Lyophilisation zumindest noch eine gewisse Aktivitat besitzt. Die
Allinase ist sehr stabil und es zeigte sich, dass sie nicht durch die
Gefriertrocknung als solche deaktiviert wird, sondern durch zelluldre Prozesse,
die wahrend des langsamen Einfrierens und Auftauens auftreten [25]. Der

Prozess zur Lyophilisierung der Zwiebelproben ist nicht bekannt, wodurch keine
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genaue Aussage Uber die Aktivitat der Alliinase zu treffen ist. Der Unterschied
zwischen den beiden Extraktionsmethoden ist mit Isoalliin besser als mit Methiin
zu beobachten, da Isoalliin durch die Alliinase wesentlich schneller hydrolisiert
wird. Somit ergibt sich ein Verlust der Haélfte des Massenanteils flr Methiin,
wahrend Isoalliin annadhernd quantitativ abgebaut wurde.

Um sicher zu gehen, dass mit dem methanolischen Auszug die Aminosauren
und Cysteinsulfoxide quantitativ extrahiert wurden, wurde eine bereits validierte
Extraktion durchgefihrt. Das HPLC-Chromatogramm, das aus diesem Extrakt
resultierte, ergab eine schlechte Auflésung und ein  starkeres
Hintergrundrauschen als Chromatogramm von dem methanolischen Auszug.
Durch die Extraktion wurden samtliche Inhaltsstoffe (Proteine, Zucker und
sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe) von Allium cepa gewonnen. Wahrend der
Chromatographie eluierten diese Inhaltsstoffe auch von der Saule. Auch wenn
diese Inhaltsstoffe nicht durch die Detektion, erfasst werden, so stOren sie
jedoch die Elution der Aminosauren und Cysteinsulfoxide. Der Faktor fir jede
Aminosaure und jedes Cysteinsulfoxid ermdglicht die Umrechnung vom
methanolischen Auszug gegeniber der Extraktion.

Es ergab sich ein Faktor von 0,60 fur Isoallin. Das bedeutet, dass mit dem
methanolischen Auszug fast doppelt so viel Isoalliin extrahiert wurde. Da Isoalliin
einen wichtigen Marker fur die Zwiebelqualitat darstellt, wurde vor allem aus
diesem Grund der methanolische Auszug als Extraktionsmethode verwendet.

Eine Erklarung fir die gréBere Menge an lIsoalliin im methanolischen Auszug
bietet die Thermolabilitat vom Isoalliin [35]. Bei der Ektraktion wurden die Proben
erhitzt. Auch wenn es nur ca. 65°C waren, so kénnte sich daraus schon ein
Effekt ergeben haben. Eine weitere Erklarung ware, dass die Alliinase nicht
vollstandig Inaktiviert wurde. Bei der Zugabe von Wasser kdnnte sie das Isoalliin

umsetzen.
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Bei der Probe E10 ergab sich flir jede Aminosaure und jedes Cysteinsulfoxid ein
geringerer Massenanteil als bei allen anderen Proben dieser Reihe.
Moglicherweise gab es ein Problem mit der Probenvorbereitung. Um zu sehen,
ob diese Probe als AusreiBler zu werten ist, wurde der Test auf AusreiBer von
David Hartley und Pearson angewandt. Beim Testen aller Aminosduren und
Cysteinsulfoxide ergab sich, dass es sich bei dieser Probe um keinen AusreiBer
handelt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit von a betragt 5 %. Die bestimmten
Mengen liegen unterhalb der Mengen der anderen Proben aus dieser Reihe, da
bei dieser lyophylisierten Probe das Pulver agglomeriert vorlag. Dadurch konnten
sich wahrend des methanolischen Auszuges die Inhaltsstoffe nicht gut 16sen. Die
Loslichkeit war dennoch hoch genug um diese Werte in die Auswertung mit

einzubeziehen.

Bei den Analysen mittels HPLC und HPLC-MS zeigte sich bei Phenylalanin und
Leucin ein Inversion der Elutionsreihenfolge. Beide Aminosauren eluieren von
einer Umkehrphase-Saule zeitlich nahe beieinander. Bei der HPLC-MS wurde
ein  anderes  FlieBmittel verwendet (Ammoniumacetatpuffer  anstatt
Phosphatpuffer). Zudem war der FlieBmittelgradient anders. Mdglicherweise
bedingen diese beiden Faktoren die Inversion der Elutionsreihenfolge beider

Aminosauren.

4.1.2 Lagerungsergebnisse

Wegen ihrer wichtigen Rolle als Aroma-Precursor fir den Geschmack und den
Geruch von Zwiebeln, sind die ersten Inhaltstoffe, die man betrachten sollte, die
Cysteinsulfoxide. In den vorliegenden Zwiebelproben wurden erwartungsgeman
Isoalliin und Methiin gefunden. Das Vorkommen dieser beiden Cysteinsulfoxide
wird bereits in der Literatur beschrieben [12]. In der Literatur wird erwahnt, dass
zusatzlich zu Isoallin und Methiin ebenso Propiin in der Kichenzwiebel
enthalten ist. Propiin konnte jedoch in den vorliegenden Proben nicht gefunden
werden [12]. Der Massenanteil von Isoalliin war vor der Lagerung héher (0,48%)
als der von Methiin (0,13%). Die Werte aus der Literatur lauten fir Isoalliin 1,56
mg/g im Frischgewicht [12]. Der Wert von dieser Arbeit wurde fUr die
lyophilisierte Pflanzen berechnet, dafir musste der Wert wieder berechnet
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werden, daflir wurde angenommen, dass die Zwiebeln 65 % Wasser enthalten
[1]. Der Wert far Isoalliin betragt errechnet 1,70 mg/g im Frischgewicht. Das
bedeutet, dass die methanolische Auszug hat die ganze Menge in lIsoalliin

extrahiert.

Die t-Tests fur Isoallin und Methiin ergaben, dass sich die drei Reihen nicht
signifikant unterscheiden, obwohl die Graphik (s. Abbildung 16) den Anschein
vermittelt, der Massenanteil von Methiin nd&hme wahrend der Lagerung ab.
Dieses war unter beiden Lagerungsbedingungen bei gleichem Massenanteil zu
beobachten. Bezuglich Isoalliin ist in Abbildung 17 zu sehen, dass die
Konzentration allgemein wahrend der Lagerung zunimmt. Mit Ethylen jedoch
nicht so stark, wie das bei der Lagerung mit Sauerstoff der Fall ist. Der t-Test
zeigt jedoch keine Signifikanz hinsichtlich der zwei verschiedenen
Lagerungsmethoden mit Luft und Ethylen, was den Massenanteil der
Cysteinsulfoxide betrifft.

Fir die Aminosauren Aspartat, Glutamat, Histidin, Serin, Threonin, Glycin,
Tryptophan, Asparagin, Glutamin, Arginin und Tryrosin/Alanin gab es ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Reihen. Valin, Isoleucin,
Phenylananin, Leucin und y-Glutamyl-Isoalliin waren die einzigen Inhaltsstoffe,
bei denen sich ein signifikanter Unterschied ergab. Aber diese Differenz war
nicht zwischen jeder der drei Reihen zu sehen, sondern sie war jedes Mal nur
zwischen KOI und KOII zu beobachten. Das heiB}t, dass wahrend der Lagerung
mit Luft der prozentuale Massenanteil dieser Aminosauren signifikant abnimmt.
Bei Ethylen ist dann kein Unterschied zu Kontrolle KOI zu erkennen; folglich
waére die Lagerung mit dieser Technik fir den Gehalt dieser Inhaltsstoffe besser.

Eine wichtige Sache, die man zur Kenntnis nehmen sollte ist, dass nur bei finf
der untersuchten 18 Aminosduren und Cysteinsulfoxide ein signifikanter Effekt
zu bemerken ist. Das wlrde heiB3en, dass es fir die 13 anderen Aminosauren
und Cysteinsulfoxide keinen Unterschied im prozentualen Massenanteil wahrend
der Lagerung gibt. Dieses Ergebnis Uberrascht. FUr die Aminosauren ist kein
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Vergleich mit der Literatur mdglich, weil diese Fragestellung zuvor noch nicht
untersucht wurde. Lediglich flr die Cysteinsulfoxide wurden verschiedene
Experimente durchgefihrt. Uddin et al. zeigte, dass die Gesamtmenge an
Cysteinsulfoxiden bei der Lagerung in einer regularen Atmosphéare (21% 02,
0,1% COg) innerhalb von neun Wochen signifikant um 12,3% steigt [12]. Dem
selben Ergebnis, bezlglich der Lagerung unter regularer Atmosphare, kam
ebenso Kospell et al. [12].

Nun kommt die Frage auf, warum die Arbeit zeigt, dass es keinen Effekt gibt
bzw. dieser nicht sonderlich grof3 ist. Die nicht vorhandene Signifikanz resultiert
aus der groBen Standardabweichung der unterschiedlichen Reihen. Diese
Unstimmigkeit hat ihren Ursprung nicht in der HPLC-Messung, denn die
Reproduzierbarkeit von den drei HPLC-Analysen ist sehr hoch (getestet von
Kusterer [38]). Als zweites muss man den Unterschied der acht Zwiebelproben
fur jede Reihe betrachten. Die Verschiedenheit der einzelnen Zwiebeln, und
damit die unterschiedliche Zusammensetzung ihrer Aminosauren, zeigt, wie
wichtig es ist, verschiedene Zwiebeln als Testobjekt zu nehmen. Um einen
lagerungsabhangigen Effekt zu sehen, bendtigt man mindestens zehn Zwiebeln.
Bei 20-25 Zwiebeln ist die Genauigkeit gréBer [39]. Uns lagen urspringlich zehn
Proben vor, von denen leider nur acht verwendet werden konnten, da fur die

Versuchsreihe der Lagerung unter Ethylen nur acht Proben vorlagen.

Der signifikante Effekt des Abnehmens von y-Glutamyl-Isoalliin wurde erwartet.
Dieses Dipeptid wird durch die y-Glutamyl-Transpeptdiase hydrolysiert. Durch
diese Reaktion wird Isoallin und Glutamat freigesetzt. Daher sollte der
prozentuale Massenteil von Isoalliin proportional mit dem Abnehmen von y-
Glutamyl-Isoalliin steigen [1, 25, 40]. In den vorliegenden Resultaten war nur ein
geringer Effekt zu beobachten. Tatsachlich war die Zunahme von Isoalliin nicht
signifikant, obwohl eine geringe Tendenz auf der Darstellung zu sehen war. Die
Zunahme von lsoalliin war bei der Lagerung unter Ethylen nicht so gro3 wie die
unter Luft. Neben Isoalliin nahm auch der Gehalt an Glutamat zu.
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Die aus den Untersuchungen resultierenden Ergebnisse zeigen, dass es nicht
moglich ist, einen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen
Lagerungen festzustellen. Fir die Lagerung mit Ethylen gibt es dennoch eine
sichtbare Tendenz (Valin, Isoleucin, Phenylalanin, Leucin und y-Glutamyl-
Isoalliin haben eine signifikante Tendenz, Arginin, Asparagin und Isoalliin eine
leichte Tendenz hin zur Lagerung in Ethylen), dass diese Lagerungsmethode

den geringeren Verlust an verschiedene Inhaltsstoffe ermoglicht.

Um einen gréBeren Effekt der Lagerungsbedingungen zu sehen, sollte der
Zwiebellagerungsversuch Uber einen langeren Zeitraum laufen. Moglicherweise
wlrde man dann o6fter einen signifikanten Effekt zwischen den Reihen erhalten.

Es waére auch interessant gewesen, parallel zur Bestimmung der Aminosauren
und Cysteinsulfoxide, den absoluten Gehalt an Brenztraubensaure zu ermitteln,
um dartber die Alliinase-Aktivitat zu bestimmen. Diese kbnnte zudem noch Gber
eine  Ammoniakelektrode erfasst werden. Diese beiden Analysen kénnten

ebenfalls eine Aussage Uber die Zwiebel Qualitat geben.
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4.2 Strukturaufklarung des Dipeptides aus A. rubellum

Die Struktur des Dipeptides wurde mittels UV, FT-IR, MS, MS/MS und NMR
aufgeklart. Es ergab sich das Molekal  2-Amino-5-{[1-carboxy-2-
(methylsulfanyl)ethyllamino}-5-oxopentansaure (y-Glutamyl-desoxo-methiin). Alle
erzielten Resultate werden im Folgenden diskutiert. Die Strukturaufklarung
erfolgt aus dem entsprechenden OPA-Derivat, da das Dipeptid nur nach

Derivatisierung von den anderen Inhaltsstoffen getrennt werden konnte.

4.2.1 FT-IR und UV-Spektrum

Aus den verschiedenen Information von der FT-IR und UV-Spektrum Iasst sich
schlussfolgern, dass das unbekannte Molekll ein Dipeptid sein muss. Die
maximalen Absorptionen vom UV-Spektrum sind bei 254 fiir einen Aromat und
bei 335 nm spezifisch flr das Isoindol. Es ergab sich die charakteristische IR-
Absorption einer Saure und eines Amids. Interessant ist auch, dass auf dem FT-
IR-Spektrum erkennen kann, dass dieses Molekul ein Schwefel-Atom besitzt.

4.2.2 MS-Messungen

Mit den verschiedenen MS-Analysen war es mdéglich die Struktur von y-Glutamyl-
desoxo-methiin zu beweisen. Die MS-Analyse der durch préaparative HPLC
gewonnenen Fraktion ergab sich bei der Injektion bei positiver lonisation ein
Massenpeak von 453 m/z [M+H]*. Die Fragmentierung dieses Peaks per MS/MS
ergab einen Fragment, dass eine Masse von 262 m/z [M+H]" hatte. Dabei
handelt es sich um die Fragmentierung zwischen dem Dipeptid und OPA-Rest.
Das Masse zu Ladungsverhaltnis von 262 m/z [M+H]" entspricht der Masse des
Dipeptides nach dem Verlust des OPA-Rest (s. Abbildung 22).

0]
HN)W

+eo

NH

s. COOH
" >COo0H

Abbildung 22 : Fragment der Dipeptid nach die MS/MS Fragmentierung vom Massenpeak

453 m/z [M+H]"*
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Das erste charakteristische Signal bei der positiven Fragmentierung des
Dipeptides ohne OPA-Derivatisierung (s. Abbildung 23 und 24) ist der
Massenpeak 265 m/z [M+H]™ Die Masse von y-Glutamyl-desoxo-methiin betragt
demnach 264 g/mol. Aus der Spaltung der Saureamid-Gruppe ergeben sich zwei
charakteristische Fragmente von 130 und 122 m/z. Bei dem Fragment von 122
m/z wird zusatzlich die Methyl-Gruppe vom Schwefel-Atom abgespalten. Das
Fragment 119 m/z resultiert aus der Spaltung neben dem Stickstoff des
Saureamides (s. Abbildung 24). Das letzte Fragment von 144 m/z wird nach
Abspaltung von CO,, Dimethylsulfid und Desaminierung gebildet (s. Abbildung
24).

2”’ng +
O
HO NH
§N1QZ@J/77\/\/ 2
o1 2 COOH
265 m/z
/ lz K
]+ H + 0 +
S ' |
S NH,
HO 9] COOH
ﬁ\j N ONH,
| o | OH ] 130 m/z
119 m/z 122 m/z

Abbildung 23 : Fragmentierungs-Schema von y-Glutamyl-desoxo-methiin ohne OPA-Derivatisierung

bei positiver lonisation

Das Fragment von 113 m/z, welches aus der MS/MS Fragmentierung des
Fragmentes 144 m/z entsteht, konnte nicht genau geklart werden. Dabei handelt
es sich vermutlich um ein instabiles Fragment, das nur Uber einen kurzen
Zeitraum besteht. Das Fragment von 84 m/z entsteht aus der Fragmentierung
neben dem Stickstoff (s. Abbildung 24). Dieses Fragment bildet dann ein

Fragment 67 m/z nach der a-Spaltung neben dem Heteroatom. Von diesem

Clémence Berguerand 62



Diskussion

Fragment wird CH, abgespalten und ein Fragment von 55 m/z gebildet. Das
letzte zu beobachtende Fragment von 39 m/z entsteht aus dem Verlust des
Sauerstoffs (s. Abbildung 24).

g +
S 9
Hom/\ M%NHZ
NH
\NV\N'\N\/
| O COOH |

265 m/z

O e Y 5 G L

144 m/z 84 m/z

39 m/z 55 m/z

Abbildung 24 : Fragmentierungs-Schema der MS/MS-Fragmentierung vom Fragment 144 m/z
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Die Fragmentierung des y-Glutamyl-desoxo-methiin ohne OPA-Derivatisierung
bei negativer lonisation (s. Abgbildung 25 und 26) ergibt einen Massenpeak von
263 m/z [M-H]. Aus diesem Massenpeak wird eine CO,-Gruppe und die SCHjs-
Gruppe abgespalten, wodurch Fragment von 171 m/z und 47 m/z entstehen. Bei
dem 171 m/z-Fragment wird die Saueramidegruppe gespalten und bildet ein
Fragment von 128 m/z (s. Abbildung 25) und 100 m/z (s. Abbildung 26). Das
Fragment 96 m/z entsteht aus dem Verlust des Sauerstoffes vom 128 m/z-
Fragment.

;"f o o i i i
| I ! ;‘; MH;
o Rdom| b [Hy

s COOH CooH COOH

262 miz [M-HT 171 miz 128 miz

| |

o CH

A M Z

Abbildung 25 : MS/MS-Fragmentierungs-Schema von y-Glutamyl-desoxo-methiin ohne OPA-
Derivatisation im negativen Modus |

Bei dem Fragment von 100 m/z bricht entweder die C-C Doppelbildung und
bildet 84 m/z oder die Ethylen-Gruppe wird abgespalten und bildet 74 m/z. Der
hintereinander eintretende Verlust von Sauerstoff und Stickstoff resultiert in zwei
Fragmenten: 58 m/z und 42 m/z (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26 : Fragmentierungs-Schema von Glutamyl-desoxo-methiin ohne OPA-Derivatisierung

im negativen Modus I
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4.2.3 NMR-Messungen

Die Konzentration des Extraktes aus A. rubellum war fir einige 2D-NMR-
Experimente zu niedrig. Einige Signale waren sehr schwach und die
Korrelationen nur undeutlich zu erkennen. Diese Signale wurden dann durch

einen Vergleich mit anderen Spektren aus Kusterer [38] zugeordnet.

N 1é \13
| I —
g N A2

Abbildung 27 : Strucktur der Dipeptid nach die OPA-Derivatisierung mit nummerierten
Kohlenstoffatomen

Die typischen Signale des Isoindol-Ringsystemes und t-Butyl-Restes sind
erkennbar. Die Verschiebungen der aromatischen Wasserstoffe vom Isoindolring
sind liegen zwischen 6,87 und 7,52 ppm. Sie stehen im Einklang mit
Ergebnissen von OPA-derivatisierten L-(+)-Alliin [38]. Es war mdglich die
verschiedenen Signale zuzuordnen (s. Abbildung 27). Der Wasserstoff an C10
(7,68 ppm) ist zu erkennen, weil sein Signal ein Singulett ist und im H-H-COSY
nur mit sich selbst koppelt. Die neun Wasserstoffe der Methyl-Gruppen des t-
Butyl-Restes (C19-21) ergeben zusammen nur ein Signal (1,22 ppm, Intergral
von 9). Das Signal des quartaren Kohlenstoffes C18 des t-Butyl-Restes lag bei
49,4 ppm im "3C-Spektrum und konnte in Verbindung mit der Literatur erkannt
werden [38]. Die anderen quartaren Kohlenstoffe wurden auch mittels Vergleich
mit der Literatur zugeordnet. Der Literaturwert gibt an wo die Signale zu erwarten
sind. Dieser Vergleich war mdglich, da die Signale bei jedem mit OPA-
derivatisierten primaren Amin gleich sind. Es war mdglich zu erkennen welche
Signale zu C12-15 gehdren aber die Signale des '*C und 'H an den Kohlenstoft-
Atomen 15 und 12 bzw. 13 und 14 konnten nicht unterschieden werden. Die
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erhaltenen Signale wurden daher durch einen Vergleich mit bereits vorhandenen
HMBC-Messungen [38] zugeordnet (s. Tabelle 21).

Das y-Glutamyl ist charakterisiert durch eine Ethylen-Gruppe (C7 und C8 bzw.
die Wasserstoff-Atome an diesen C-Atomen bei 2,65; 2,33 und 2,17; 2,29 ppm).
Im HH-COSY war es mdglich zu sehen, dass der Wasserstoff am chiralen C-
Atom in Position 6 eine Verschiebung von 5,69 ppm aufweist und mit den zwei
Wasserstoffen bei 2,65 und 2,33 ppm koppelt. Weitere Kopplungen des y-
Glutamyls waren nicht deutlich erkennbar. Durch den Vergleich des Spektrums
mit der Literatur, wurde es mdoglich die Wasserstoffe an C8 einzuordnen (s.
Tabelle 21) [22]. Die anderen Signale, die von der Zuordnung problematisch
waren, waren die quartaren Kohlenstoffe der Carboxylgruppen, weil sie im *C-
Spektrum kaum zu sehen waren. Um das zu schaffen wurde des '*C-Spektum
mit dem Literaturwert abgeglichen [38]. Nur damit war es mdglich die Signale

richtig einzuordnen.

Der Wasserstoff an C2 hatte eine chemische Verschiebung von 4,34 ppm. Es
koppelte mit den Wasserstoffen an C3 (J=4,58; 7,79 Hz) bei 2,94 und 2,75 ppm.
Die Verschiebungen von diesen beiden liegen hdher als die Verschiebung der
Wasserstoffe der Ethylen-Gruppe im y-Glutamyl-Rest, da der Schwefel
benachbart ist. Die drei Wasserstoffe an C4 sind als Singulett bei 2,06 ppm

vorhanden.

Die L-Stereochemie des y-Glutamyl-desoxo-methiin wurde vorausgesetzt, da
dieses Dipeptid in Zwiebeln von A. rubellum vorkommt und alle bisher nattrlich
gefundene Cysteine L-konfiguriert sind [1]. AuBerdem waren die Verschiebungen
der gefundenen Signale im Einklang mit denen aus vorhergehenden Arbeiten im

Arbeitskreis.

Clémence Berguerand 67



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

In den Zwiebelproben von Allium cepa ,Copra“, die aus dem Lagerungsversuch
der Universitat Hohenheim (Institut far Sonderkulturen und
Produktionsphysiologie) stammen, sollte der Einfluss von verschiedenen
Lagerungsbedingungen (Lagerung mit Luft, bzw. Ethylen) auf die Menge an
Inhaltsstoffen untersucht werden.

Far die lyophilisierten Proben, in denen die Zellen groBtenteils aufgeschlossen
waren, ergab sich ein Auszug mit Methanol als optimale Probenvorbereitung fir
eine HPLC-Messung. Die HPLC-Messungen erfolgten nach Derivatisierung der
Aminosduren und Cysteinsulfoxide durch ortho-Phthaldialdehyd. Nach
Kalibration der Saule mit synthetischen L-(+)-Alliin, konnten die Cysteinsulfoxide
und Aminosauren quantifiziert werden.

Die Ergebnisse ergaben flr die Cysteinsulfoxide keinen signifikanten Effekt in
Abhangigkeit von den unterschiedlichen Lagerungsbedingungen. Da y-Glutamyl-
Isoalliin durch die Transpeptidase gespalten wird, kam es wahrend der Lagerung
zu einer Zunahme an Isoalliin. Diese war auf der Darstellung sichtbar, auch
wenn sie nicht signifikant war, und lag bei Ethylen als Lagermedium nicht so
hoch wie unter Luftlagerung. Fir die Aminosauren war ein Effekt nur bei finf von
ihnen (y-Glutamyl-lsoalliin, Valin, Isoleucin, Phenylalanin und Leucin) zu
beobachten. Dieser Effekt resultierte immer zwischen den Kontrollproben (vor
der Lagerung) und den Proben nach achtwdchiger Lagerung unter Luft. Fir
Asparagin und Arginin gab es die Tendenz, dass mit Ethylen der Gehalt dieser

beiden Aminosaure weniger abnahm.

Weiterhin konnte in der Arbeit erstmals ein Dipeptid in seiner Struktur aufgeklart
werden, dass in Allium rubellum vorkommt. Die Strukturaufklarung wurde mit FT-
IR-MS-MS/MS- und NMR-Analysen durchgefihrt. Eine HR-ESI-Messung wurde
hingegen nicht vorgenommen. Es ergab sich die Struktur von 2-Amino-5-{[1-
carboxy-2-(methylsulfanyl)ethyllamino}-5-oxopentansaure  (y-Glutamyl-desoxo-
methiin). Es handelt sich vermutlich um eine Vorstufe in der Biosynthese des
Methiins.
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